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Glosario

-3FTx: Toxina de 3 dedos

-5NUCL.: Nucleotidasa 5’

-ACES: Acetilcolinesterasa

-CNP: Péptido natriurético tipo C

-CRISP: Proteina secretora rica en cisteina
-CTL.: Lectinatipo C

-CYS: Cistatinas

-DIESTER: Diesterasa

-DIPEP: Dipeptidil peptidasa

-FAXV: Factor X de coagulacion de veneno
-HYAL: Hialuronidasa

-IPLA2: Inhibidor de Fosfolipasa A2
-KUNZ: Proteinas tipo kunitz

-KUWARP: Proteina fusionada KUnitz-WAPrina
-MMP: Metaloproteinasa de matriz
-OHAN: Ohanina

-PLA2-I: Fosfolipasa A2 tipo |

-PLA2-11: Fosfolipasa A2 tipo 1l

-PLAZ2: Fosfolipasa A2

-PLB: Fosfolipasa B
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-seMMP-9: Metaloproteinasa de matriz enddgena de serpiente tipo 9
-SVLIPA: Lipasa &cida de veneno de serpiente

-svMMP-A: Metaloproteinasa de matriz de veneno de serpiente tipo A
-SVMP: Metaloproteinasa de veneno de serpiente

-SVSP: Serinoproteinasa de veneno de serpiente

-VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial

-WAP: Proteina tipo Waprina
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Resumen

Titulo: Ensamblaje de novo y anotacion funcional in silico de las toxinas encontradas en la glandula de Duvernoy de
Pseudoboa nigra y Xenodon guentheri.”

Autor: Juan Sebastian Navarro Gonzélez™

Palabras Clave: Colubrido, Pseudoboa nigra, Xenodon guentheri, Veneno de serpiente, Glandula de Duvernoy,
Transcriptoma, Secuenciacion transcriptémica

Descripcion: Mas de 10 décadas de estudios bioquimicos y farmacolégicos han proporcionado gran informacion
sobre los venenos de serpientes. Antiguamente, estos estudios caracterizaban los venenos mediante enfoques de
primera generacién como la quimica de proteinas, la farmacologia comparativa y los métodos cladisticos. Sin
embargo, en la actualidad la secuenciacién transcriptomica (RNAseq) y la secuenciacién genémica han permitido
reportar un amplio espectro de familias presentes en los venenos de serpientes. Debido a que la mayoria de toxinas
que se han reportado ha sido a partir de venenos de las familias Viperidae, Elapidae y Atractaspidae (familias de
importancia medica); los venenos de collbridos ain siguen presentando un vacio de conocimiento sobre su diversidad
de toxinas. En esta pasantia se ensamblaron de novo los transcriptomas de la glandula de Duvernoy de Pseudoboa
nigra'y Xenodon guentheri (Dipsadidae: Xenodontinae) aplicando un enfoque hibrido, utilizando Trinity, rnaSPADES
y Extender. Identificamos un total de 23 familias de toxinas siendo las SVMPs, CRISPs y CTLs las que predominaban
en los venenos de estas dos especies. Ademas, identificamos dos familias de toxinas novedosas (MMPs y PLA2s-11E)
que ya habian sido reportadas anteriormente en algunas especies de collbridos pero que carecen de una caracterizacion
completa. Los niveles de expresién indican que existe una variacion intra e interespecifica entre P. nigra y X. guentheri
como se habia reportado previamente para vipéridos y elapidos. En conclusion, presentamos informacion inédita sobre
la diversidad de toxinas en dos especies de colubridos y la comparamos con datos funcionales disponibles en la
literatura para inferir los posibles efectos causados por la mordedura de estas especies.

* Trabajo de Grado
“"Facultad de Biologia, Escuela de Biologia. Tutor: Juan David Bayona Serrano, Biélogo. Cotutor: Herminsul de JesUs
Cano Calle, Ph.D.
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Abstract

Title: De novo assembly and in silico functional annotation of toxins found in the Duvernoy's gland of Pseudoboa
nigra and Xenodon guentheri.”

Author: Juan Sebatian Navarro Gonzalez™

Key Words: Colubrid, Pseudoboa nigra, Xenodon guentheri, Snake venom, Duvernoy's gland, Transcriptome,
Transcriptomic sequencing

Description: More than 10 decades of biochemical and pharmacological studies have provided great information on
snake venom. In the past, these studies characterized venoms using first-generation approaches such as protein
chemistry, comparative pharmacology, and cladistic methods. However, modern transcriptomic (RNAseq) and
genomic sequencing have made it possible to report a wide spectrum of protein families present in snake venoms.
Because most of the toxins that have been reported belong to venoms of the families Viperidae, Elapidae and
Atractaspidae (families of medical importance); data about the toxin diversity of colubrid venoms is greatly neglected.
In this internship, the Duvernoy's gland transcriptomes of Pseudoboa nigra and Xenodon guentheri (Dipsadidae:
Xenodontinae) were de novo assembled applying a hybrid approach, using Trinity, rnaSPADES and Extender. We
identified a total of 23 families of toxins, being the SVMPs, CRISPs and CTLs the ones that predominated in the
venoms of these two species. In addition, we identified two families of novel toxins (MMPs and PLA2s-11E) that had
been previously reported in some colubrid species but that lack complete characterization. The expression levels
indicate that there is an intra and interspecific variation between P. nigra and X. guentheri as previously reported for
viperids and elapids. In conclusion, we present unpublished information on the diversity of toxins in two species of
colubrids and compare it with functional data available in the literature to infer the possible effects caused by the bite
of these species.

* Degree Work
“Biology Faculty, Biology School. Tutor: Juan David Bayona Serrano, Biologist. Co-tutor: Herminsul de Jests Cano
Calle, Ph.D.
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Introduccion

Maés de 10 decadas de estudios bioguimicos y farmacologicos han proporcionado gran
informacion sobre los venenos de serpiente (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016; Mackessy et al.,
2021; Prezotto-Neto et al., 2016; Torres-Bonilla et al., 2016). Estos estudios se han limitado a
caracterizarlos composicionalmente mediante enfoques de primera generacion que incluyen la
quimica de proteinas, la farmacologia comparativa y los métodos cladisticos (Junqueira-de-
Azevedo et al., 2016). Recientemente, los avances en biologia molecular, precisamente en las
técnicas de secuenciacion de proteinas y acidos nucleicos, han ampliado en gran escala la
comprension de la complejidad de los venenos de serpiente (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016).
Técnicas recientes de nueva generacion, como la secuenciacion transcriptomica (RNAseq) y la
secuenciacion genomica (Brahma et al., 2015; Calvete, 2013; Ducancel et al., 2014) han acelerado
la obtencién de secuencias y analisis de composicion, constituyendo la base de iniciativas de
exploracion biotecnoldgica a gran escala (Gilles y Servent, 2014). Gracias a estos avances se han
registrado un amplio espectro de familias y superfamilias de toxinas presentes en los venenos de
serpientes de colmillos frontales (vipéridos, elapidos y atractaspidos) que representan un riesgo
significativo para la salud humana (Aird et al., 2013; Margres et al., 2014; Modahl et al., 2015;
Terrat et al., 2013; Viala et al., 2015). Sin embargo, actualmente hay un vacio de conocimiento
sobre una gran parte de la diversidad de serpientes productoras de veneno de baja letalidad para
los humanos (Modahl et al., 2015).

Las serpientes avanzadas pertenecen al clado Caenophidia que agrupa a las especies que

desarrollaron un sistema de produccion e inoculacion de veneno (Uetz, 2010, Zaher et al. 2019).
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Dentro de este grupo encontramos a la familia Colubridae, que anteriormente contenia a toda
serpiente que no pertenecia a ninguna de las tres familias de relevancia médica (Viperidae,
Elapidae y Atractaspididae) (Heise et al., 1995; Kelly et al., 2003; Kraus y Brown, 1998). Esta
familia, a pesar de ser reconocida como un grupo parafilético, mantuvo su consenso sistematico
durante muchos afios (Heise et al., 1995; Kelly et al., 2003). Recientemente, las relaciones
filogenéticas de la familia Colubridae han sido revisadas por varios autores, existiendo dos
propuestas generales para ordenar sus relaciones internas. La primera propuesta mantiene a
Colubridae como una familia que contiene a las subfamilias Dipsadinae, Natricinae, Colubrinae,
Pseudoxenodontinae, Scaphiodontophiinae, Calamariinae y Grayiinae (Pyron et al., 2011; Pyron
etal., 2013; Vidal et al., 2007). Por otro lado, algunos autores consideran a Natricidae y Dipsadidae
como familias independientes (Uetz, 2010; Zaher et al., 2019). Debido a esto, el término
“colubrido” es taxonomicamente confuso y conviene delimitarlo de forma clara. En esta pasantia,
usaremos el término “coltbrido” para referirnos a la familia propuesta por Pyron et al. (2013).
Dentro de este grupo de serpientes encontramos especies que poseen un par de colmillos
traseros agrandados (denticién opistoglifa) que se asocian tipicamente con las glandulas de
Duvernoy, homélogas de las glandulas de veneno de las familias Viperidae y Elapidae (Saviola et
al., 2014; Weinstein et al., 2009). Los venenos de serpientes opistoglifas han sido poco estudiados
debido a su menor capacidad para inyectar dosis letales en los seres humanos, siendo poco los
estudios que aportan al conocimiento del repertorio de toxinas de esta familia. Esta falta de
informacidn disponible dificulta predecir el nmero de posibles nuevos tipos de proteinas cripticas
que estos poseen (Bayona-Serrano et al. 2020; Jungueira-de-Azevedo et al., 2016; Modahl et al.,
2015). Por otra parte, debido a que no hay un genoma de referencia para la mayoria de especies de

coltbridos, el ensamblaje del transcriptoma y la anotacion de toxinas de la glandula de Duvernoy
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de estas especies es complicado y requiere la utilizacion de softwares que ensamblen de novo los
transcritos de toxinas encontrados (Bayona-Serrano et al., 2020; Junqueira-de-Azevedo et al.,
2016; Rokyta et al., 2012). Trinity es el ensamblador mas eficiente desde el punto de vista
computacional, sin embargo, se ha descubierto que no es tan eficaz al ensamblar secuencias
codificantes completas de toxinas y que genera secuencias quiméricas (Archer et al. 2014).
Extender, por otro lado, fue disefiado para generar transcritos mas largos y completos, pero tiende
a ensamblar solo transcritos altamente expresados (Rokyta et al., 2012). Finalmente, rnaSPAdes
consigue ensamblar un numero relativamente alto del total de genes esperados (50%-95%) pero al
mismo tiempo presenta errores de ensamblaje y una tasa de duplicacion en niveles moderados
(Bushmanova et al., 2018). Ademas, la tendencia de los genes de toxinas a presentar varios
paralogos en tandem, dificulta ain mas la correcta determinacion de las toxinas que estan siendo
expresadas en la glandula de Duvernoy de especies de coltbridos (Almeida et al., 2021).

En esta pasantia se ensamblaron de novo los transcriptomas de la glandula de Duvernoy
de Pseudoboa nigra y Xenodon guentheri (Dipsadidae: Xenodontinae), con base en un enfoque
hibrido, utilizando Trinity, rnaSSPADES y Extender. Ademas, se realiz6 un analisis de expresion
para cuantificar la proporcién de las diferentes familias de toxinas que se encuentran en la glandula
de Duvernoy de las dos especies. Por ende, con los resultados de esta pasantia se pretende
proporcionar un incremento de la cantidad de datos disponibles sobre las toxinas de este grupo de

serpientes poco estudiado.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Caracterizar las toxinas encontradas en el transcriptoma de la glandula de Duvernoy de

Pseudoboa nigra y Xenodon guentheri.

1.2 Objetivos Especificos

Preprocesar las lecturas brutas obtenidas de la secuenciacion Illumina™ de las librerias de
cDNA construidas a partir del RNA total extraido de la glandula de veneno de individuos de P.
nigra y X. guentheri.

Ensamblar de novo los transcriptomas de las glandulas de veneno de individuos de P. nigra
y X. guentheri.

Identificar las toxinas presentes en las glandulas de veneno de individuos de P. nigray X.
guentheri mediante curacién y revisién manual.

Determinar la presencia de transcritos quiméricos mediante un analisis de cobertura.

Obtener un perfil composicional de los transcritos presentes en las glandulas de Duvernoy

de las serpientes P. nigra y X. guentheri.
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2. Competencias

Entender las bases metodoldgicas de un analisis de RNA-seq desde la extraccion de las
muestras, la tecnologia de secuenciacion, el procesamiento previo de las lecturas obtenidas y los
algoritmos de ensamblaje de novo de los transcritos.

Familiarizarse con los diferentes softwares (1) de edicion de datos transcriptémicos, (2) de
ensamblaje de novo y (3) de calculo de expresion génica.

Comprender los diferentes métodos para calcular la expresién de datos obtenidos con
Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) y aplicar estas herramientas para describir la
composicién de los transcriptomas de las especies estudiadas.

Conseguir identificar la presencia de artefactos de ensamblaje como transcritos quimericos
realizando un analisis de cobertura.

Aprender a realizar el proceso de revision y curacion manual de las diferentes toxinas,
demostrando conocimiento estructural sobre los diferentes tipos de dominios proteicos presentes

en cada una de ellas.
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3. Métodos

3.1 Procesamiento Previo de las Lecturas Brutas.

Se utilizaron lecturas Illumina™ pareadas obtenidas de librerias de cDNA construidas a
partir del RNA total separado de la glandula de veneno de 3 individuos de P. nigra y 3 individuos
de X. guentheri de Brasil (Apéndice A). Estas lecturas fueron obtenidas dentro del marco del
proyecto “Andlises vendmicas de serpentes Dipsadidae focando em adaptacdes a ofiofagia.”
(Proceso nimero 2017/24498-9 de la Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo,
FAPESP) que se esta llevando a cabo en el Laboratorio Especial de Toxicologia Aplicada (LETA)
del Instituto Butantan. Para determinar la existencia de contaminacion cruzada entre las lecturas
de las muestras sin procesar que pasaron el filtro de calidad de Illumina se utilizd un script
personalizado de python que utiliza los software Jellyfish (Marcais y Kingsford, 2011) y k-mer
Analysis Toolkit (Mapleson et al., 2016) como base, teniendo en cuenta dos parametros: 1) k-mers

que en una muestra X tuvo conteos mayores a 1000 fueron considerados como posibles

k—mer con > frecuencia
1000

contaminantes para otras muestras Y y 2) k-mers con conteos menores a en

una muestra Y que coincidieron con los determinados para otra muestra X en el parametro anterior
fueron considerados contaminantes dentro de la muestra Y (Bayona-Serrano et al. 2020). Las
lecturas de extremos pareados de 150 pb sin procesar se recortaron para remover los adaptadores
de secuenciamiento y mantener sélo las que poseian una longitud superior a 75 pb y las que
contaran con un score PHRED de determinacion de bases igual o superior a 5 utilizando Trim
Galore v. 0.6.6 (Krueger, 2015). Se utiliz6 Fastgc (https://github.com/csf-ngs/fastqc) para

confirmar la calidad de las lecturas debido a la tendencia observada en Illumina™ a disminuir la
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confiabilidad de la secuencia en los extremos 3’ (Zhang et al. 2014). Finalmente, las lecturas que
pasaron el filtro de calidad se fusionaron sobre la base de sus superposiciones en sus extremos 3'
empleando el software PEAR v. 0.9.6 con parametros por defecto (Rokyta et al. 2012; Zhang et

al. 2014).

3.2 Ensamblaje del Transcriptoma

Para ensamblar los transcritos de toxinas de las glandulas del veneno, se utilizaron tres
ensambladores de novo diferentes: 1) Trinity v. 2.8.5 (Grabherr et al. 2011), con una longitud de
k-mer de 31; 2) Extender v. 1.0 (Rokyta et al. 2012) utiliz6 1000 lecturas combinadas como
semillas, extendiendo las semillas en funcion de superposiciones exactas de 120 pares de bases; y
3) rnaSPAdes v. 3.14.1 (Bushmanova et al., 2018), con una longitud de k-mer de 75. Mediante el
uso de estos tres programas, aprovechamos las ventajas de cada uno para generar un conjunto de
datos de secuencias mas completo concatenado en un archivo final. La completitud del ensamblaje
del transcriptoma de cada uno de los 6 individuos se evalu6 mediante bisquedas BUSCO_v5
(Seppey et al., 2019), ejecutado en gVolante2 (Nishimura et al., 2019), utilizando un conjunto de

233 genes centrales de vertebrados (Shibata et al., 2018).

3.3 Identificacion de las Toxinas

Para la anotacion de las toxinas se combinaron los resultados de los tres ensambladores
empleados y se utilizd el script ToxinHunter (https://github.com/gebarros/ToxinHunter).
ToxinHunter implementa dos algoritmos de BLAST de la siguiente manera: 1) realiza un
alineamiento con el algoritmo de tblastn de 381 toxinas de referencia contra los transcritos

previamente ensamblados. Los transcritos con una cobertura mayor o igual al 90% son
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seleccionados, llevando a cabo posteriormente la prediccion de sus respectivos marcos abiertos de
lectura utilizando TransDecoder v. 5.5.0 (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder); y 2)
luego utiliza el algoritmo de blastp para alinear los marcos abiertos de lectura de los transcritos
seleccionados contra las toxinas de referencia. Por ultimo, ToxinHunter realiza un filtrado y una
anotacion de los marcos abiertos de lectura, eliminando redundancias y generando 4 archivos de
salida: a) secuencias aminoacidicas con una cobertura >= 90% Yy una identidad >= 50% contra las
toxinas del banco de datos; b) secuencias nucleotidicas con una cobertura >= 90% y una identidad
>= 50% contra las toxinas del banco de datos; c¢) secuencias aminoacidicas con una cobertura >=
90% y una identidad <= 50% contra las toxinas del banco de datos; y d) secuencias aminoacidicas
con una cobertura entre el 50% y el 89.99% y una identidad >= 50% contra las toxinas del banco
de datos. La revision de cada transcrito anotado se realiz6 de forma manual mediante busquedas
blastx y blastn (Altschul et al., 1990) con un valor de corte e-value de 1e®. Esta revision se realizo
para identificar el marco abierto de lectura correcto que contenia los dominios esperados para cada
clase de toxina anotada. Sumado a esto, se reviso también la existencia de péptido sefial para cada

transcrito implementando la plataforma de SignalP v5.0 (Almagro Armenteros et al., 2019).

3.4 Transcritos Quiméricos

La deteccion de secuencias quiméricas se llevo a cabo usando el script chimerakiller v.
0.7.4 (https://github.com/masonaj157/ChimeraKiller) con el cual se analizo la distribucion de las
lecturas para cada posicion del transcrito, y se considerd un transcrito quimérico cuando las
lecturas tenian un sesgo distribucional mayor al 75% hacia uno de los dos lados para cada posicion
(Krueger, 2015). Como control, los transcritos con cobertura cero en cualquier posiciéon se

marcaron y eliminaron automaticamente. Por Gltimo, el conjunto de datos de transcritos finales de
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cada uno de los individuos, que pasaron el filtro de cobertura, se agrupé usando CD-HIT (Fu et al.

2012 ) con un umbral de identidad del 99%, manteniendo siempre los transcritos mas largos.

3.5 Perfil Composicional de la Glandula de Duvernoy

Para determinar el perfil composicional de la glandula de Duvernoy de cada individuo se
creo un archivo que incluye el total de transcritos no toéxicos ensamblados con Trinity y el conjunto
de toxinas final que se generd usando CD-HIT. Para generar este archivo, se tomd el ensamblaje
de novo del transcriptoma hecho con Trinity y se hizo una bdsqueda blastn contra el conjunto de
toxinas final generado por CD-HIT, con los siguientes parametros: un E-value de 1e® un puntaje
(Match — Mismatch) de 2 a 3 y un costo del GAP de 52 (Bayona-Serrano et al., 2020).
Posteriormente, los transcritos ensamblados con Trinity que se alinearon con el conjunto de toxinas
final se removieron y el conjunto de transcritos restantes (transcritos no téxicos) se concatend con
el conjunto de toxinas finales, para generar un archivo del transcriptoma total de la glandula de
Duvernoy de cada individuo. Finalmente, este archivo se uso para determinar el nivel de expresion
del total de transcritos ensamblados para cada individuo, utilizando el software RSEM v. 1.3.3(Li
y Dewey, 2011), mapeando las lecturas de cada muestra usando bowtie2, como ha sido descrito
previamente (Bayona-Serrano et al., 2020). Los resultados se expresaron en Transcritos Por Millon
(TPM), se tabularon y fueron representados con un color rojo cuya intensidad fue directamente
proporcional al TPMxlog. Ademas, se realizaron graficos comparativos para mostrar una
disparidad de las toxinas presentes o ausentes en la glandula de veneno de cada una de las especies

estudiadas.
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3.6. Alineamiento de Secuencias y Modelado de la Estructura Tridimensional de las Toxinas

Para obtener los alineamientos y la estructura tridimensional de las toxinas en esta pasantia,
primero fue necesario traducir las secuencias nucleotidicas implementando el servidor DNA to
protein translation (http://insilico.ehu.es/translate/). Seguido a esto, las secuencias aminoacidicas
se alinearon implementando el servidor de Clustal Omega y se utilizaron para predecir el modelo
estructural usando el servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (Madeira et al.,
2019; Waterhouse et al., 2018). Por ultimo, se descargaron los modelos en formato .pdb y se
visualizaron y editaron en el programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, v 2.5,

Schrodinger, LLC).

4. Resultados

4.1 Ensamblaje del Transcriptoma

Se realizd el ensamblaje del transcriptoma de la glandula de Duvernoy de 3 individuos de
P. nigray 3 de X. guentheri. Para cada uno de los individuos se utilizé un enfoque hibrido, el cual
implico un ensamblaje previo de las lecturas de Illumina™ con Trinity, rnaSPAdes y Extender,
seguido de la concatenacion de los resultados de estos 3 ensambladores en un transcriptoma final
combinado. El ensamblaje del transcriptoma final combinado de cada uno de los individuos tuvo
tamafos variables con diferentes nimeros de transcritos ensamblados (Tabla 1). Ademas, los
valores de N50 y L50, el contenido de G + C y el nUmero de genes recuperados con respecto a los

genes consultados también arrojaron valores variables (Tabla 1).
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Tabla 1.

Completitud del Transcriptoma de la Glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri

P. nigra X guentheri
Ind. 1 Ind. 2 Ind. 3 Ind. 1 Ind. 2 Ind. 3
Numero total de genes centrales consultados 233 233 233 233 233 233
Nuamero de genes centrales completos ) ; b2 A% el y 347 . g6 P
(65.67%) (74.68%) (84.98%) (69.10%) (63.09%) (62.66%)
2 2 S A
Ndmere do gunes contrales Complates. 1 parciales (79‘,3-/.) (sz'.zo%) (ss.::%) (79|.fo°/.) (73!:;-/.) (7.&7 1%)
Numero de genes centrales faltantes 47 - 41 - 26 - A : - - ot y
(20.17%) (17.60%) (11.16%) (20.60%) (21.03%) (24.89%)
Ensamblaje total del transcriptoma (nt) 166372994 249.705.621 334432395 212,780,257 182.018,737 175769336
Transcritos 173464 247,781 313915 216516 171,779 168,551
Transcrito mas largo (nt) 11,924 20,063 16,947 11,554 9,732 9,801
Transcrito mas corto (nt) 150 201 164 162 160 160
Transcrito NSO (1) 1,404 1,559 1,736 1451 1,558 1,527
Transcrito LS50 35,651 48,727 57,962 44472 35,566 34901
Contenldo de G+C (%) 45,11 44,22 43,76 4328 4331 4331

Nota. Evaluacion de la completitud del transcriptoma de la glandula de Duvernoy de cada uno de
los individuos de P. nigra y X. guentheri por medio de BUSCO v5. Numero de genes recuperados
de 233 genes centrales de vertebrados consultados; longitud del transcriptoma. NUmero de
transcritos ensamblados. N50(nt): longitud del transcrito mas corto necesario para ensamblar el
50% del transcriptoma total. L50: nimero de transcritos necesarios para ensamblar el 50% del

transcriptoma total.

4.2 Anotacion de las Toxinas

Los datos transcriptomicos ensamblados se utilizaron para la anotacion funcional de las
toxinas presentes en la glandula de Duvernoy de los 6 individuos. Realizando un alineamiento de
los transcritos ensamblados contra una base de datos de 381 toxinas y haciendo un filtrado por
cobertura >= 90% e identidad >= 50%, empleando ToxinHunter (Barros, 2019), se anotaron 532,
315y 372 toxinas para los individuos 1, 2 y 3 de P. nigra, respectivamente (Tabla 2). EI nimero
de toxinas anotadas para los individuos 1, 2 y 3 de X. guentheri fue de 335, 213 y 277,

respectivamente (Tabla 2). La curacion manual excluyo6 el 5.64%, 4.44% y 9.40% de las toxinas
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anotadas para los individuos 1, 2 y 3 de P. nigra, y el 8.66%, 10.33% y 6.49% de las toxinas
anotadas para los individuos 1, 2 y 3 de X. guentheri. Las toxinas restantes fueron tenidas en cuenta

para el andlisis de cobertura y de expresion génica (Tabla 2).

Tabla 2.

Ndamero de Toxinas Curadas por Individuo después de la Anotacion

Especie Individuos " 1oXinassin  # Toxinas

curar curadas
1 532 502
P. nigra 2 315 301
3 372 337
1 335 306
X. guentheri 2 213 191
3 277 259

4.3 Transcritos Quiméricos

Para la deteccidn de transcritos quiméricos se realizé un analisis de cobertura, en el cual se
mapearon las lecturas Illumina™ contra las toxinas previamente curadas y se excluyeron los
transcritos que tuvieron irregularidades en el perfil de cobertura esperadas en transcritos
quiméricos (Kerkvliet et al., 2019). Como resultado del analisis de cobertura y de la agrupacion
usando CD-HIT (Fu et al. 2012) se excluyeron 470, 274 y 310 transcritos del nimero total de
transcritos curados para los individuos 1, 2 y 3 de P. nigra, respectivamente. En cuanto a los
individuos 1, 2 y 3 de X. guentheri, se excluyeron 272, 155y 223 tanscritos del total de transcritos
curados para esta especie, respectivamente. El conjunto de datos de transcritos finales de los
individuos 1, 2y 3 de P. nigra se compuso de 32, 27 y 27 transcritos, respectivamente; a diferencia

del conjunto de datos de X. guentheri que se compuso de 34, 36 y 26 transcritos para los individuos
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1, 2 'y 3, respectivamente. Por Gltimo, el conjunto de transcritos finales se ordend y se clasifico en

un total de 23 familias siguiendo la anotacion inicial de ToxinHunter (Tabla 3).

Tabla 3.

Familias de Toxinas Reportadas para cada uno de los Individuos de P. nigra 'y X. guentheri

Familia P nigra X guentheri
Ind 1 Ind 2 Ind 3 Ind 1 Ind 2 Ind 3
SVMP X X X X X X
CTL X X X X X X
CRISP X X X X
CNP X X X X
PLA2 X X X
3FTx X X X
SVSP X X X
KUNZ X
MMP X X X X X X
PLB X X X X X X
OHAN X X X
SVLIPA X X X X
VEGF X X X X
HYAL X X X X X
FAXV X X X X X X
DIESTER X X
WAP X X X X X X
DIPEP X X
ACES X
CYS X X X X
SNUCL X
KUWAP X
IPLA2 X X X

Nota. Las “X” debajo de cada individuo representa la presencia de las diferentes familias de toxinas

encontradas en sus glandulas de Duvernoy.

4.4 Composicion de la Glandula de Duvernoy
El total de familias de toxinas que se encontraron en la glandula de Duvernoy de los

individuos en estudio de esta pasantia se dividio en dos grupos segun Jungueira-de-Azevedo et al.
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(2016): 1) Componentes principales de los venenos de serpiente, haciendo referencia a proteinas
que se encuentran generalmente en grandes cantidades en los venenos de serpientes
tradicionalmente venenosas (Vipéridos y Elapidos) (Mackessy et al., 2021) (Figura 1A); y 2)
Componentes de menor ocurrencia del veneno de serpiente indicando los tipos de proteinas
descritos en el veneno de algunas especies de serpientes venenosas, pero generalmente en bajas
cantidades y que pueden representar toxinas nuevas, proteinas secundarias del veneno o proteinas
constitutivas (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016) (Figura 1B). Adicionalmente, las toxinas
también se clasificaron como enzimaticas y no enzimaticas en cada uno de los 2 grupos (Figura
1).

Se reportaron 8 familias de toxinas principales, distribuidas entre los 6 individuos de esta
pasantia, apreciando la ausencia de LAAOs, PLA2s-1A y PLA2s-11A en las dos especies. La
glandula de Duvernoy de P. nigra se compuso principalmente de SVMPs, CTLs, CRISPs, CNPs,
KUNZs y PLA2s (PLA2s-11E); mientras que los componentes principales de X. guentheri fueron
las SVMPs, CTLs, CRISPs, CNPs, 3FTxs y SVSPs. Por el contrario, se reportaron 15 toxinas de
baja ocurrencia distribuidas entre los individuos de estas dos especies. Se encontraron MMPs,
PLBs, OHANSs, SVLIPAs, VEGFs, HYALs, FAXVs, WAPs, DIPEPs, CYSs, SNUCLs, KUWAPs
expresadas en la glandula de P. nigra. Asi mismo, para X. guentheri también se reportaron estas
mismas toxinas de menor ocurrencia (excepto SNUCLs y KUWAPs), con la adicion de

DIESTERSs, ACESs Y IPLA2s que no se reportaron para P. nigra.
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4.5 Niveles de expresion de los componentes encontrados en la glandula de Duvernoy de P.
nigra y X. guentheri

El andlisis de expresion reveld una amplia gama de diferentes toxinas presentes en la
glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri (Figura 1A-B). Los componentes toxicos de los
individuos 1, 2'y 3 de P. nigra representaron el 44.86, 19.14 y 26.16%, respectivamente, del total
de transcritos encontrados en sus glandulas de Duvernoy (Figura 2-4). Por el contrario, en X.
guentheri, se encontrd que el 24.40, 37.75 y 38.37 % representaron a los componentes tdxicos del
veneno de los individuos 1, 2 y 3 respectivamente (Figura 5-7). Entre las diferentes toxinas
reportadas se encontré que las SVMPs y las CRISPs tenian un nivel de expresion mayor a los
50000 TPM, clasificandose como toxinas predominantes del veneno de ambas especies (Figuras
1-7). Sin embargo, las CTLs reportadas para X. guentheri, también mostraron un valor mayor a los
50000 TPM, siendo otro componente predominante expresado en su glandula de veneno, ademas
de las 2 toxinas mencionadas anteriormente (Figura 5-7). Adicionalmente, una clase de toxinas
poco descrita en venenos de colubridos, las PLA2s, se encontrd como un componente

predominante en el veneno de P. nigra.
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Figura 1.

Perfil de expresion genica de la glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri
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Nota. Perfiles de expresion de los componentes tdxicos de la glandula de Duvernoy de P. nigra 'y
X. guentheri. A. Perfil de expresién de los componentes principales del veneno de serpiente; B.
Perfil de expresion de los componentes de menor ocurrencia del veneno de serpiente. La intensidad

del color rojo es directamente proporcional al valor de TPM x log.
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4.5.1 Niveles de Expresidn de los Componentes Encontrados en la Glandula de Duvernoy de

P. nigra

4.5.1.1 Individuo 1. Dentro de las toxinas anotadas en la glandula de veneno de este
individuo, las SVMPs, con un total de 7 isoformas y un valor de TPM de 200524.31, fueron la
clase predominante, representando el 20,05% del total del transcriptoma. El siguiente componente
toxico encontrado en la glandula que se expresd en mayor cantidad fueron las PLA2s-I1E con un
valor de TPM de 128438.96 (12,84% del total del transcriptoma), reportando Unicamente 2
isoformas. Ademas, las CRISPs y las CTLs fueron los terceros y cuartos componentes mas
abundantes con un valor de TPM de 62483.16 y 22134.67 (6,25%; 2,21%), y un nimero de 1y 10
isoformas, respectivamente. El quinto componente con mayor expresion fueron las seMMPs-9,
con un valor de TPM de 17795.29 (1,78%) y 1 sola isoforma. Finalmente, los CNPs con un TPM
de 15552.42 (1,56%), fueron el sexto componente mas abundante en la glandula de veneno de este
individuo. Las otras clases de toxinas anotadas presentaron valores menores a 1000 TPM vy se
clasificaron como “otras toxinas”, representando solo el 0,17% del total del transcriptoma (Figura

2).
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Figura 2.

Perfil composicional de la Glandula de Duvernoy del Individuo 1 de P. nigra
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Nota. Niveles de expresion y perfil composicional de la glandula de Duvernoy del individuo 1 de

P. nigra. A la izquierda se muestran tabuladas las toxinas encontradas y sus respectivos valores de

TPM. Laintensidad del color rojo es directamente proporcional al valor de TPMxlog. A la derecha

se muestra el perfil composicional de la glandula de Duvernoy. Las familias toxicas con un valor

de TPM menor a 1000 se agruparon y se representaron como “otras toxinas”.
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4.5.1.2 Individuo 2. Dentro de las toxinas anotadas en la glandula de veneno de este
individuo, las PLA2s-11E, con 1 sola isoforma y un valor de TPM de 110543.56 fueron la clase
predominante, representando el 11,05% del total del transcriptoma. Las SVMPs con 1 isoformay
las CTLs con 10 isoformas, TPM de 43742.62 y 17676.78 (4,37%; 1,77%), respectivamente,
fueron el segundo y tercer componente principal. El siguiente componente toxico encontrado en
la glandula que se expresé en mayor abundancia fueron las seMMPs-9 con 1 isoforma y un valor
de TPM de 11525.85 (1,15%). Finalmente, los CNPs fueron el quinto componente méas abundante
con un valor de TPM de 6347.1 y 1 isoforma. Las otras clases de toxinas anotadas presentaron
valores menores a 1000 TPM y se clasificaron como “otras toxinas”, representando solo el 0,16%

del total del transcriptoma (Figura 3).
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Figura 3.

Perfil Composicional de la Glandula de Duvernoy del Individuo 2 de P. nigra
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Nota. Niveles de expresion y perfil composicional de la glandula de Duvernoy del individuo 2 de
P. nigra. A la izquierda se muestran tabuladas las toxinas encontradas y sus respectivos valores de
TPM. La intensidad del color rojo es directamente proporcional al valor de TPMxlog. A la derecha
se muestra el perfil composicional de la glandula de Duvernoy. Las familias toxicas con un valor

de TPM menor a 1000 se agruparon y se representaron como “otras toxinas”.
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4.5.1.3 Individuo 3. Dentro de las toxinas anotadas en la glandula de veneno de este
individuo, las PLAZ2s-11E, con 1 sola isoforma y un valor de TPM de 87372.95 fueron la clase
predominante, representando el 8,74% del total del transcriptoma. El siguiente componente toxico
encontrado en la glandula que se expresé en mayor cantidad fueron las SVMPs con 3 isoformas y
un valor de TPM de 73753.29 (7,38%). Ademas, las CRISPs y las CTLs fueron los terceros y
cuartos componentes mas abundantes con un valor de TPM de 64486.24 y 14743.02 (6,45%;
1,47%), y un nimero de 1y 9 isoformas, respectivamente. El quinto componente que se expresé
en mayor cantidad fueron las seMMPs-9 con una valor de TPM de 130007.4 (1,30%) y 1 isoforma.
Finalmente, los CNPs fueron el sexto componente con mayor expresion con un valor de 6503.38
TPM (0,65%) y 1 isoforma. Las otras clases de toxinas anotadas presentaron valores menores a
1000 TPM vy se clasificaron como “otras toxinas”, representando solo el 0,17% del total del

transcriptoma (Figura 4).
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Figura 4.

Perfil Composicional de la Glandula de Duvernoy del Individuo 3 de P. nigra
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Nota. Niveles de expresion y perfil composicional de la glandula de Duvernoy del individuo 3 de
P. nigra. A la izquierda se muestran tabuladas las toxinas encontradas y sus respectivos valores de
TPM. Laintensidad del color rojo es directamente proporcional al valor de TPMxlog. A la derecha
se muestra el perfil composicional de la glandula de Duvernoy. Las familias toxicas con un valor

de TPM menor a 1000 se agruparon y se representaron como “otras toxinas”.
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4.5.2 Niveles de Expresion de los Componentes encontrados en la Glandula de Duvernoy de X.

guentheri

4.5.2.1 Individuo 1. Dentro de las toxinas anotadas en la glandula de veneno de este
individuo, las CTLs, con 13 isoformas y un valor de TPM de 127703.99 fueron la clase
predominante, representando el 12,77% del total del transcriptoma. El siguiente componente
toxico encontrado en la glandula fueron las SVMPs con un valor de TPM de 86787.5 (8,68%) y 4
isoformas. Ademas, las svMMPs-A y 3FTxs fueron los terceros y cuartos componentes mas
abundantes con un valor de TPM de 16284.9 (1,63%) y 10966.2 (1,10%), y un nimero de 3y 4
isoformas, respectivamente. Finalmente, las PLBs fueron el quinto componente con mayor
expresion con un valor de TPM de 1525.14 (0,15%) y 1 isoforma. Las otras clases de toxinas
anotadas presentaron valores menores a 1000 TPM vy se clasificaron como “otras toxinas”,

representando solo el 0,07% del total del transcriptoma (Figura 5).
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Figura 5.

Perfil Composicional de la Glandula de Duvernoy del Individuo 1 de X. guentheri
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Nota. Niveles de expresion y perfil composicional de la glandula de Duvernoy del individuo 1 de
X. guentheri. A la izquierda se muestran tabuladas las toxinas encontradas y sus respectivos valores
de TPM. La intensidad del color rojo es directamente proporcional al valor de TPMxlog. A la
derecha se muestra el perfil composicional de la glandula de Duvernoy. Las familias téxicas con

un valor de TPM menor a 1000 se agruparon y se representaron como “otras toxinas”.
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4.5.2.2 Individuo 2. Dentro de las toxinas anotadas en la glandula de veneno de este
individuo, las SVMPs, con 6 isoformas y un valor de TPM de 167093.89 fueron la clase
predominante, representando el 16,71% del total del transcriptoma. Los siguientes componentes
toxicos que se expresaron en mayor abundancia fueron las CTLs y CRISPs con un valor de TPM
de 106841.84 (10,68%) y 80644.5 (8,06%), y un nimero de 14 y 1 isoformas, respectivamente.
Ademas, el cuarto componente con mayor expresion fueron las svMMPs-A con un valor de TPM
de 19835.25 (1,98%) y 1 isoforma. Finalmente, las PLBs y 3FTxs fueron los quintos y sextos
componentes con mayor expresion con un valor de TPM de 1221.3 (0,12%) y 1014.97 (0,10%), y
un namero de 1y 3 isoformas, respectivamente. Las otras clases de toxinas anotadas presentaron
valores menores a 1000 TPM y se clasificaron como “otras toxinas”, representando solo el 0,08%

del total del transcriptoma (Figura 6).
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Figura 6.

Perfil Composicional de la Glandula de Duvernoy del Individuo 2 de X. guentheri
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Nota. Niveles de expresion y perfil composicional de la glandula de Duvernoy del individuo 2 de
X. guentheri. A la izquierda se muestran tabuladas las toxinas encontradas y sus respectivos valores
de TPM. La intensidad del color rojo es directamente proporcional al valor de TPMxlog. A la
derecha se muestra el perfil composicional de la glandula de Duvernoy. Las familias téxicas con

un valor de TPM menor a 1000 se agruparon y se representaron como “otras toxinas”.
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4.5.2.3 Individuo 3. Dentro de las toxinas anotadas en la glandula de veneno de este
individuo, las SVMPs, con 6 isoformas y un valor de TPM de 133692 fueron la clase
predominante, representando el 13,37% del total del transcriptoma. EI segundo componente con
mayor expresion fueron las CTLs con 11 isoformas y un valor de TPM de 110402.07 (11,04).
Ademas, las CRISPs y svMMPs-A fueron los terceros y cuartos componentes con mayor expresion
con un valor de TPM de 94871.66 (9,49%) y 30559.3 (3,06%) y un nimero de 1y 2 isoformas,
respectivamente. EIl quinto componente con mayor abundancia encontrado en la glandula fueron
las 3FTxs con un valor de TPM de 9249.95 (0,92%) y 2 isofromas. Finalmente, las PLBs con 3
isoformas y un valor de TPM de 3960.9 (0,40%) fueron el sexto componente con mayor expresion
que se encontrd en la glandula de veneno de este individuo. Las otras clases de toxinas anotadas
presentaron valores menores a 1000 TPM vy se clasificaron como “otras toxinas”, representando

solo el 0,10% del total del transcriptoma (Figura 7).
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Figura 7.

Perfil Composicional de la Glandula de Duvernoy del Individuo 3 de X. guentheri
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Nota. Niveles de expresion y perfil composicional de la glandula de Duvernoy del individuo 3 de
X. guentheri. A la izquierda se muestran tabuladas las toxinas encontradas y sus respectivos valores
de TPM. La intensidad del color rojo es directamente proporcional al valor de TPMxlog. A la
derecha se muestra el perfil composicional de la glandula de Duvernoy. Las familias téxicas con

un valor de TPM menor a 1000 se agruparon y se representaron como “otras toxinas”.
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5. Discusion

5.1 Ensamblaje del Transcriptoma

La evaluacion de completitud con BUSCO logro recuperar mas del 70% de los 233 genes
de vertebrados consultados para cada uno de los 6 transcriptomas ensamblados. Estos resultados
estarian indicando que los ensamblajes tenian una buena cobertura del transcriptoma real de cada
glandula, permitiendo obtener datos robustos para realizar una buena prediccion de los niveles de
expresion de cada uno de los transcritos ensamblados. Se encontr6 que los ensamblajes con mayor
cobertura de transcriptoma fueron el del individuo 3 de P. nigra y el individuo 1 de X. guentheri,
con una longitud de transcriptoma ensamblado de 334.432.395 y 212.780.257 bases, y un
porcentaje de genes recuperados del 88,84% y 79.40%, respectivamente. Estos valores de
completitud de BUSCO son menores a los esperados en un ensamblaje de novo (Shibata et al.,
2018). Sin embargo, estos niveles son los observados en trabajos con glandulas de veneno de varias
especies de serpiente (Holding et al., 2018). Esto puede deberse al alto grado de especializacion
de la glandula de Duvernoy para producir toxinas, en detrimento de otros genes fisiologicos
(Mackessy et al., 2021). Por ende, el ensamblaje de estos dos individuos presenté una calidad

suficiente para obtener datos de expresion robustos.

5.2 Componentes ToOxicos
Aunque diversos estudios han identificado a detalle un amplio espectro de toxinas
secretadas por serpientes de relevancia médica (Viperidae, Elapidae y Atractaspididae), el

repertorio de posibles nuevas toxinas secretadas por colbridos es todo un mundo por descubrir
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(Casewell et al., 2009; Jiang et al., 2011; Ledo y Junqueira-de-Azevedo, 2009; Pahari et al., 2007b;
Rokyta et al. 2012). En esta pasantia identificamos en P. nigra y X. guentheri transcritos de toxinas
que ya se habian reportado para las familias de serpientes de relevancia médica ademas de algunas
familias de toxinas poco descritas en la literatura y que representan prospectos para futuras
investigaciones en estos grupos. Sin embargo, las LAAOSs, una clase de toxina funcionalmente
importante de los venenos de Elapidae y Viperidae, no fueron encontradas en las glandulas de
Duvernoy de P. nigra y X. guentheri, coincidiendo con la ausencia de esta toxina en la glandula

de otros colubridos (Madrigal et al., 2012; Tasoulis et al., 2020; Weinstein y Kardong, 1994).

5.2.1 Metaloproteinasas de Veneno de Serpiente (SVMPS)

Las SVMPs son una clase de toxinas practicamente ubicua en los venenos de serpiente,
aunque suele predominar en los de la familia Viperidae (Calvete et al., 2007; Mackessy et al.,
2021; Markland y Swenson, 2013; Pla et al., 2017; Rokyta et al., 2012). En esta familia, se
encuentran 3 subclases estructuralmente diferentes, Ilamadas SVMPs-PI, SVMPs-Pll y SVMPs-
PIII. Las SVMPs-PI1 se componen s6lo de un dominio metaloproteinasa catalitico (Figura 8A). Las
SVMPs-PlI presentan, ademas de ese dominio catalitico, un dominio desintegrina adicional en su
region C-terminal (Figura 8A). Finalmente, las SVMPs-PIII se caracterizan por poseer un dominio
parecido a la desintegrina y un dominio rico en cisteina, ademas del dominio metaloproteinasa
mencionado para las dos subclases anteriores (Figura 8A) (Fox y Serrano, 2008). Estas diferencias
estructurales proporcionan a las SVMPs una gran variedad de actividades. La mayoria de las
SVMPs-Pl muestran actividad fibrinogenolitica con efectos hemorragicos leves, mientras la
subclase SVMP-PII, ademas de presentar esta capacidad hemorrégica, consigue inhibir la

agregacion plaguetaria debido a la presencia del dominio desintegrina (Mackessy et al., 2021). Por
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otro lado, la subclase SVMP-PIII, reportada en esta pasantia para P. nigra y X. guentheri, es la
subclase mas generalista provocando una variedad de actividades, que incluyen hemorragia,
apoptosis, activacion de protrombina y activacion del factor X en la cascada de coagulacion (Fox
y Serrano 2008; Mackessy et al., 2021). Se encontrd que el valor promedio de expresion de estas
toxinas en la glandula de P. nigra (Pseudoboini) y X. guentheri (Xenodontini) fue de 10,6% vy
12,92%, respectivamente. Por lo tanto, estos resultados permiten deducir que X. guentheri
posiblemente tendria una mayor actividad metaloproteinasa que P. nigra como ya se ha reportado
para otra especie de su tribu (Torres-Bonilla et al., 2017). Torres-Bonilla et al. (2017) demostraron
que el veneno de Erythrolamprus bizona (Xenodontini) presentd mayor actividad proteolitica que
el veneno Pseudoboa neuwiedii (Pseudoboini) deduciendo que los componentes responsables de
esta actividad eran metaloproteinasas. Enfatizamos, que en esta pasantia no detectamos ningun
transcrito de SVMPs-PI ni de SVMPs-PlI, los cuales solo se reportan para vipéridos (Casewell et
al., 2011; Mackessy et al., 2021; Moura-da-Silva et al., 1996). De este modo, la ausencia de
SVMPs-Ply SVMPs-PII en nuestras muestras esta de acuerdo con la hipétesis de que la evolucion
de esas toxinas fue exclusiva para la familia Viperidae, a partir de un gen ancestral SVMP-PIII,
que sufrio una serie de deleciones de dominios, después de la separacion de este linaje del resto de
serpientes avanzadas (Casewell et al., 2011; Moura-da-Silva et al., 1996).

En un alineamiento entre las SVMPs de vipéridos y coltbridos se pudo observar que las
secuencias del peptido sefial y el pro-dominio estaban altamente conservadas (Figura 8B). Estas
secuencias estan involucradas en el correcto plegamiento y transporte de las toxinas, vitales para
su funcion (Eder y Fersht, 1995; Mackessy et al., 2021; Sanz y Calvete, 2016). Ademas, se
encontrd que el dominio metaloproteinasa de todas las SVMPs (PI, PII, P11l) alineadas presento

un motivo de unién al zinc (HEXXHXXGXXH) idéntico. Esto se debe a que la actividad
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proteolitica de todas las SVMPs ocurre a través de la interaccion de dicho motivo con un ion de
Zn*? (Oyama y Takahashi, 2017). Sin embargo, las SVMPs de coltibridos presentaron variaciones
en algunas regiones de sus secuencias, lo que indica que la presion selectiva no es homogénea en
todas las posiciones de los genes de toxinas, y algunas regiones de las proteinas pueden mutar de
forma mas libre que otras (Sanz y Calvete, 2016). Esto puede deberse a que algunas porciones de
la proteina, encargadas de roles importantes como su transporte hasta el lumen glandular o su
actividad catalitica, estan bajo una mayor presion selectiva. Un analisis exhaustivo de mas SVMPs
de otras especies podria ayudar a esclarecer estos patrones diferenciales de tasas de sustitucion

entre dominios de un mismo gen (Brust et al., 2013).

Figura 8.
Dominios Estructurales de las SVMPs
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Nota. A. Comparaci()in de las eétruchturas 3D y modelo lineal de SVR;I:P:.:encontradas en los venenos
de serpiente. Las estructuras 3D de SVMP-PIIl, SVMP-PIl y SVMP-PI se predijeron por
homologia utilizando la plataforma en linea SWISS-MODEL con los pardmetros predeterminados.
Las plantillas que se utilizaron fueron 2w12.1.A para SVMP-Pl y 2dw2.1.A para SVMP-PIl y
SVMP-III. B. Alineamiento de SVMPs de vipéridos y colubridos. SVMP-PI presente en la
glandula venenosa de Bothrops asper (P83512.2), SVMP-PII presente en la glandula venenosa de
Bothriechis lateralis (AGY49227.1), SVMP-III presente en la glandula venenosa de Crotalus
adamanteus (J3SDW8.1) y SVMP-PIII encontradas en el transcriptoma de la glandula de
Duvernoy de X. guentheri y P. nigra en esta pasantia. Los colores en el alineamiento muestran los

distintos dominios presentes en cada una de las subclases de SVMPs. Motivo de unién al zinc

(HEXXHXXGXXH) encerrado en un cuadrado verde.
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5.2.2 Fosfolipasas A2 (PLA2s)

Las PLAZ2s del veneno de serpiente hacen parte de las principales proteinas toxicas del
veneno de vipéridos y elapidos, desempefiando un papel importante en la inmovilizacién y captura
de sus presas (Mackessy et al., 2021). Entre los tipos de PLA2s que podemos encontrar en Elapidae
y Viperidae estan las PLA2s-1y las PLA2s-11, respectivamente. Asi mismo, las PLA2-1 se pueden
dividir en la subclase PLA2-1A y la subclase PLA2-IB (Gelb et al., 2000; Lefkowitz et al., 1999;
Mackessy et al., 2021). En general, los venenos de elapidos estan compuestos principalmente por
PLAZ2s-1A, mientras que las PLA2s-1B se encuentran mayormente en el pancreas de mamiferos
(Mackessy et al., 2021). Sin embargo, las PLA2s-1B se han encontrado haciendo parte de los
componentes toxicos de algunas serpientes como Oxyuranus scutellatus (Fohlman et al., 1977),
Pseudonaja textilis (Pearson et al., 1993) y Micrurus frontalis (Francis et al., 1997). Por otra parte,
el tipo de PLA2-1I se encuentran ampliamente distribuidas en los viperidos, y difiere del tipo
PLAZ2-1 por tener una extension C-ternimal (Mackessy et al., 2021) (Figura 9B). Las PLA2s-11 se
pueden dividir también en dos subgrupos con base al aminoacido que se encuentra en la posicién
49 (Figura 9A). Esta posicion juega un papel importante en la ligacion del cofactor de Ca*?,
necesario para la actividad catalitica de estas proteinas (Lambeau y Gelb, 2008; Scott et al., 1990).
Las PLAZ2s-1l que poseen un aminoacido de carga negativa en esta posicion (generalmente un
aspartato) consiguen ligarse al cofactor y tener actividad catalitica sobre los fosfolipidos de
membrana (Scott et al., 1990). Sin embargo, una sustitucion en esta posicion por un aminoacido
de carga postiva (generalmente una lisina) interrumpe la union del Ca*? y produce proteinas con
una baja o casi nula actividad catalitica (Maraganore y Heinrikson. 1985).

Ademas de esta clasificacion funcional, Six y Dennis (2000) sugieren otra division de las

PLAZ2s-1l en 6 subgrupos (I1A-11F), basada en los diferentes tejidos que se pueden encontrar y
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algunas caracteristicas estructurales. Entre esta division se encuentran las PLA2s-11A y PLA2s-
I1B aisladas de los venenos de vipéridos (Fry et al., 2012). Las PLA2s de colubridos parecen ser
mas similares a las secuencias de PLA2s de venenos elapidos, y quizas cumplen una funcion
predigestiva o de captura de presas en los venenos de coltbridos (Fry et al., 2008; Huang y
Mackessy, 2004). No obstante, en los collbridos, los niveles de expresion de PLA2 son tan bajos
que parecen no ser componentes principales de su veneno, detectandose solo en unas pocas
especies (Huang y Mackessy, 2004; Junqueira-de-Azevedo et al., 2016; Torres-Bonilla et al.,
2018). En el colubrido Trimorphodon biscutatus se aislo una enzima directamente del veneno y su
secuencia indicd que era miembro de las PLA2s-1A, comunes en eldpidos. Sin embargo, esta
identificacion se baso solo en los primeros 50 aminoacidos de la proteina, lo que limita su alcance
(Huang y Mackessy, 2004). Por otro lado, Junqueira-de-Azevedo et al. (2016) reportaron, con
datos transcriptomicos, expresion de PLA2 del tipo I1E en otro colUbrido perteneciente a la tribu
Pseudoboini (Oxyrhopus guibei) que parece ser el tipo de PLA2 que ocurre en esta familia de
serpientes. Ademas, estos autores reportan también la nula expresion de este tipo de toxina en la
glandula de Xenodon merremi. Estos datos coinciden con la alta expresion de PLA2-IIE en P.
nigra (Pseudoboini) (Figuras 2-4) y la nula expresién de esta toxina en X. guentheri (Xenodontini)
(Figuras 5-7). Ademas, el hallazgo de una alta actividad PLAZ2 del veneno de Pseudoboa neuwiedii
y los altos niveles de expresion de PLA2-11E en P. nigra, indican que es uno de los componentes
principales de este género y posiblemente de la tribu Pseudoboini (Junqueira-de-Azevedo et al.
2016; Torres-Bonilla et al., 2018).

Esto sugiere un posible evento de reclutamiento independiente de una PLA2 en la glandula
de veneno de esta tribu de serpiente, diferente a las PLA2s-11A comunmente expresadas en las

glandulas venenosas de los vipéridos (Fry et al., 2012; Torres-Bonilla et al., 2018). Sin embargo,
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queda por esclarecer si la identificacion de PLA2s-11E representa realmente un nuevo tipo de
toxina funcional en el veneno o proteinas accesorias de las glandulas de Duvernoy de P. nigra.

En un alineamiento entre las PLA2s de Naja kaouthia, Vipera ammodytes y P. nigra se
encontrd que las secuencias estaban parcialmente conservadas (Figura 9A). La PLA2-11A de V.
ammodytes y la PLA2-IIE de P. nigra presentaron una extencion C-terminal caracteristica de las
PLAZ2s-11 (Mackessy et al., 2021). Ademas, se encontrd también en estas dos secuencias un motivo
conservado (CCXXHDCC) que contenia el residuo D49. Este motivo es caracteristico de las
PLAZ2s-11 cataliticamente activas (Mackessy et al., 2021).

Por esta razon, aunque el rol de las PLAZ2s-11E en el veneno de las serpientes no se conoce,
es posible que la familia Dipsadidae haya reemplazado el tipo 1A por el tipo I1E que posiblemente
cumple la misma funcion catalitica que las I1A de vipéridos (Murakami et al., 2002; Zhi et al.,
2015). Por otro lado, a pesar de que la secuencia de N. kaouthia (PLA2-1A) posee D49, esta toxina
se ha visto involucrada en la alteracion de la hemostasia, compitiendo por la unién al factor FXa
de coagulacion sanguinea, provocando la inhibicién de la trombina (Osipov et al., 2010). Por lo
que esta se considera una PLA2-D49 cataliticamente inactiva, homologa a las PLA2s-11 (D49) de

vipéridos y colubridos (Mackessy et al., 2021).

Figura 9.
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PLA2-IA
N. kaouthia

PLA2-IIE
P. nigra

PLA2-I PLA2-IIE PLA2-IIA PLA2-IIE
superpuestas superpuestas

Nota. A. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de PLA2s encontradas en venenos de
serpiente. PLA2-1A (P00596.2) del elapido Naja kaouthia; PLA2-IIE encontrada en el
transcriptoma de la glandula de Duvernoy de P. nigra en esta pasantia; PLA2-11A (P00626.2) del
vipérido Vipera ammodytes. En azul se muestra un posible motivo conservado entre el que se
encuentra el aminoacido D49 (sefialado en amarillo). En naranja la extension C-terminal
caracteristica de PLA2s-11 B. Comparacion de las estructuras 3D de PLA2s encontradas en los
venenos de serpiente. Las estructuras 3D de PLA2-1, PLA2-11A y PLA2-IIE se predijeron por
homologia utilizando la plataforma en linea SWISS-MODEL con los pardmetros predeterminados.
El rectangulo rojo sefiala la extension C- terminal caracteristica de las PLA2s-11. Las plantillas que
se utilizaron fueron 1yxh.1.A para PLA2-1A de N. kaouthia, 3g8h.1.A para la PLA2-11A de V.
ammodytes y 5wzs.1.A para PLA2-11E de P. nigra. C. Superposicion de PLA2-11E con PLA2-1y

PLAZ2-1IA.
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5.2.3 Lectinas Tipo C (CTLs)

Las lectinas de tipo C (CTLs) hacen parte de los componentes principales del veneno de
muchos grupos de serpientes (Campos et al., 2016; Ching et al., 2006; Jackson et al., 2013;
Junqueira-de-Azevedo y Ho, 2002; McGivern et al., 2014). Estas pueden dividirse en dos grupos;
el primero estd comprendido por CTLs-Snalecs, que actdan en los principales receptores de
glicoproteinas plaquetarias para promover o inhibir eventos de la hemostasia y suelen ser
comunmente encontradas en los venenos de especies con cuadros hemorragicos (Mackessy et al.,
2021). El segundo grupo esta comprendido por CTLs-verdaderas, las cuales se unen a
galactosa/lactosa (Arlinghaus et al., 2015; Drickamer, 1999). Estas, en general, no son muy
toxicas, son altamente dependientes del calcio y contienen un motivo de reconocimiento de
carbohidratos (CRD) que les permite aglutinar eritrocitos (Arlinghaus et al., 2015; Drickamer,
1999). Entre los grupos de serpientes para los que se reportan las CTLs se encuentran los
coltbridos (Campos et al., 2016; Ching et al., 2006). Una reconstruccion filogenética de CTLs
realizada por Junqueira-de-Azevedo et al. (2016), demostré que la mayoria de isoformas de CTLs
de colubridos se encuentran anidadas en el clado de CTLs-Snalecs. Estas CTLs fueron encontradas
en varios grupos de colubridos y presentan motivos de union variables, diferentes de los presentes
en las CTLs-verdaderas. Esto concuerda con lo encontrado en las CTLs de P. nigra y X. guentheri
pues la mayoria de las isoformas (posibles paralogos) que fueron anotados presentan motivos
variables (Tabla 4). Sin embargo, en esta pasantia se reportaron también isoformas (posibles
paralogos) que se asemejan a las CTLs-verdaderas de Elapidae y Viperidae (aquellas con un
motivo QPD y EPN de unidn a galactosa) (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016) (Figura 10B). Por
otra parte, el valor promedio de expresién de CTLs en la glandula Duvernoy de P. nigra y X.

guentheri fue de 1,82% y 11,50%, del total del transcriptoma, respectivamente. Esta mayoria de
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expresion en X. guentheri hace pensar que su veneno podria tener una mayor actividad de CTL
que el de P. nigra. Ademas, los altos efectos hemorragicos reportados previamente para
Erythrolamprus bizona y Pseudoboa neuwiedii, sugieren gque el veneno de P. nigra y X. guentheri
podria provocar ese mismo efecto, siendo modulado por la accion de las CTLs encontradas en las
glandulas de Duvernoy de estas especies (Lemoine y Rodriguez-Acosta 2003; Torres-Bonilla et
al., 2017).

En un alineamiento entre CTLs presentes en las glandulas de veneno de diferentes grupos
de serpientes se pudo corroborar la presencia de motivos de union a carbohidratos. Las CTLs-
verdaderas que se encontraron en P. nigra y X. guentheri presentaron el motivo EPN (también
reportado para elapidos) a pesar de que la secuencia de CTL de X. guentheri diferia notablemente
de las otras secuencias (Figura 10A). A diferencia de las CTLs-verdaderas de Dipsadidae y
Elapidae, la CTL de vipérido alineada presentd el motivo QPD (Junqueira-de-Azevedo et al.,
2016) (Figura 10A). Ademas, se pudo apreciar que la ausencia del motivo de union a azucares en
la CTL-Snalec de X. guenteri estd relacionado con la ausencia del bucle de unién de Ca*?
involucrado en la union del azucar (Figura 10C). Por consiguiente, sugerimos que este motivo
ademas de la capacidad de unirse a carbohidratos, podria jugar un papel importante en el
plegamiento caracteristico de las CTLs-verdaderas (Mackessy et al., 2021). Sin embargo, es
necesario realizar estudios funcionales para entender mejor el rol que pueden desempefiar las CTLs
en el veneno de las serpientes. Se sugiere que el amplio namero de isoformas de CTLs (posibles
paralogos) reportado en esta pasantia, es el resultado de posibles multiples eventos de duplicacion

y polimorfismos de un solo nucleétido (Casewell et al., 2020; Shibata et al., 2018).
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Tabla 4.

Isoformas de CTLs

Especie Numero de isoformas
Snalecs
Ind 1 Ind 2 Ind 3

CTL 1 CTL 1 CTL 1 Verdaderas
CTL 2 CTL 2 CIL 2
CTL_3 CTL_3 (SIS
CTL 4 CTL 4 CTL 4

% i CTL_5 CTL_5 CTL_5
CTL 6 CTL_6 CTL 6
CTL 7 CTL 7 CTL 7
CTL_8 CTL_8 CTL_8
CTL 9 CTL 9 CTL 9
CTL 10 CTL 10 -
CTL_1 CTL_1 CTL_1
CTL 2 CTL 2 CIL 2
CTL_3 CTL_3 CTL_3
CTL 4 CTL 4 CTL 4
CTL 5 CTL_5 CTL 5
CTL_6 CTL_6 CTL_6

, CIL_7 CIL_7 CIL 7
X guentheri - - -
CTL_8 CTL_8 CTL_8
CTL 9 CTL 9 CTL 9
CTL_10 CTL_10 CTL_10
CTL_11 CTL_11 CTL_11
CTL_12 CIL 12 @——
CTL_13  CTL_13
CTL_14

Figura 10.

Dominios Estructurales de las CTLs
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I'L (snalec) CTL(verdadera)

. guentheri
CTL-snalec

Nota. A. Alineamiento de CTLs encontradas en los venenos de serpientes. CTLs-verdaderas
encontradas en el transcriptoma de la glandula de Duvernoy de X. guentheri y P. nigra; CTL-
Snalec encontrada en X. guentheri; CTL (P83519.2) del vipérido Bothrops jararacussu; CTL
(ACC67946.1) del elapido Cryptophis nigrescens. Motivos de union a galactosa resaltados en
amarillo. B. Estructura 3D de una CTL-Snalec y las diferentes CTLs-verdaderas presentes en los
venenos de serpiente. Las estructuras 3D de las CTLs-verdaderas y la CTL-Snalec se predijeron
por homologia utilizando la plataforma en linea SWISS-MODEL con los parametros
predeterminados. Las plantillas que se utilizaron fueron 5f2q.1.A para las CTLs de B. jararacussu,
C. nigrescens y P. nigra; 1qdd.1.A y 3wwk.4.B para la CTL-verdadera y CTL-Snalec de X.
guentheri, respectivamente. C. Superposicion de CTL-Snalec con CTL-verdadera. El circulo rojo
muestra la presencia y ausencia del bucle de unién a carbohidratos en CTLs-verdaderas (en fucsia)

y CTLs-Snalecs, respectivamente.
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5.2.4 Precursor de Péptidos Natriuréticos Tipo C (CNPs)

Los péptidos natriuréticos de tipo C (CNPs) del veneno de serpiente son considerados como
potentes vasodilatadores e hipotensores, debido a la presencia de multiples péptidos potenciadores
de bradiquinina (BPPs), los cuales se utilizaron en el desarrollo de un farmaco llamado Captopril
para tratar la hipertension (Camargo et al., 2012; Fry et al., 2005; Schweitz et al., 1992).

A pesar de lo prometedoras que son estas toxinas para la bioprospeccién farmacéutica, se
han recuperado muy pocos CNPs de veneno de serpiente (Casewell et al., 2013; Earl et al., 2012;
Vonk et al., 2011). Por otra parte, se ha reportado que los CNPs hacen parte de los componentes
principales del veneno de elapidos y vipéridos (Fry et al., 2005; Pierre et al., 2005; Pierre et al.,
2006). Sin embargo, Ching et al. (2006) aislaron por primera vez un CNP de colubrido a partir del
transcriptoma de la glandula de veneno de Philodryas olfersii, sugiriendo que tenia un ancestro
comun con los precursores de CNPs de elapidos y vipéridos.

En esta pasantia aislamos secuencias del precursor de CNPs del transcriptoma de la
glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri, con niveles de expresion y estructura general
similar a los reportados anteriormente para colUbridos (Junqueira-de-Azevedo et al., 2016). Por
medio de un alineamiento se observd que la estructura del precursor de CNPs de collbridos se
basa en la ausencia de la extension C-terminal observada en el precursor de CNPs de elapidos y
de una regién que contiene BPPs como se observa en el precursor de vipéridos (Almeida et al.,
2021; Jackson et al., 2013) (Figura 11).

Se ha sugerido que la presencia de la extensién C-terminal es una condicién apotipica
(derivada) del precursor y que la forma sin extension C-terminal, que anteriormente solo se aislaba
de vipéridos, es la condicion plesiotipica (Fry et al., 2010). En consecuencia, nuestros resultados

estan de acuerdo con la hipotesis que sugiere que la evolucién de los precursores de los CNPs ha
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sido diferente dentro de cada grupo de serpiente y la extension C-terminal de elapidos ocurrio
después del reclutamiento de un precursor de CNPs ancestral en el sistema de veneno de esta
familia (Jackson et al., 2013). Por esta razén, se sugiere que todos los CNPs de serpiente se agrupan
en un clado monofilético (Ching et al., 2006). Ademas, estudios funcionales de CNPs aislados de
los venenos de elapidos y vipéridos han deducido que estos péptidos aumentarian la permeabilidad
capilar facilitando asi la difusion de otras toxinas presentes en el veneno (Michel et al., 2000;
Schweitz et al., 1992).

Esta misma funcion es realizada por los BPPs presentes en vipéridos (Almeidaet al., 2017).
Aunque los precursores de CNPs de colubridos no posean regiones con BPPs y su funcién no se
encuentra del todo clara, los encontrados en la glandula de P. nigra y X. guentheri posiblemente
cumplirian la misma funcién que los de elapidos y vipéridos previamente reportados (Michel et

al., 2000; Schweitz et al., 1992).
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Figura 11.

Estructura del Precursor de CNPs
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Nota. Alineamiento de los precursores de CNPs encontrados en los venenos de serpientes. CNP

(AAC60341.1) del elapido Micrurus corallinus; CNP (BAE73272.1) del vipérido Crotalus

durissus; CNP encontradas en el transcriptoma de la glandula de Duvernoy de X. guentheriy P.

nigra. B. Modelo lineal de CNPs encontrados en vipéridos, coltbridos y elapidos.

5.2.5 Proteinas Secretoras ricas en Cisteina (CRISPs)

Las proteinas secretoras ricas en cisteina son comunes en muchos venenos de serpientes,

incluidos los colubridos, pero actualmente su actividad biolégica como un componente téxico del

veneno no esta del todo clara (Modahl y Mackessy, 2019; Peichoto et al., 2009). Peichoto et al.
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(2009) aislaron una CRISP del veneno de Philodryas patagoniensis (patagonina), la cual demostré
actividad necrética hacia el musculo gastrocnemio murino cuando se inyecto por via intramuscular
en dosis mayores o iguales a 43 pg. Ademas, demostraron que la patagonina no tuvo ningun efecto
sobre la agregacion de plaguetas humanas y no tuvo actividad proteolitica hacia la azocaseina o el
fibrindgeno (Peichoto et al., 2009). Sumado a esto, se ha reportado la helicopsina, una CRISP
aislada de Helicops angulatus capaz de producir paralisis respiratoria en ratones (Estrella et al.,
2011). Aunque Yamazaki et al., (2002) encontraron que otra CRISP, aislada de Rhabdophis
tigrinus, no tenia ningun efecto neurotéxico. En esta pasantia encontramos solo 1 isoforma de
CRISP presente en el veneno de P. nigra y X. guentheri, observando que estos resultados
concuerdan con la ausencia de maultiples duplicaciones del gen CRISP durante la evolucion del
linaje de serpientes, por lo que normalmente se encuentra un solo paralogo expresado (Junqueira-
de-Azevedo et al., 2016). Ademas, se encontr6é que la expresion promedio de esta toxina en las
glandulas de P. nigra y X. guentheri fue del 4,23% y 5,85%, respectivamente, coincidiendo con el
promedio de expresién en otros colubridos (Modahl et al., 2018a, 2018b). Un alineamiento de las
CRISPs de P. nigra y X. guentheri con otras CRISPs pertenecientes a los venenos de otras
serpientes demostré que las secuencias alineadas eran casi idénticas, ademas de encontrar un
patrén conservado de 16 residuos de cisteina como ya se habia reportado anteriormente (Mackessy
etal., 2021) (Figura 12A). De igual manera, las estructuras 3D no variaron mucho, presentado un
dominio CAP y un dominio rico en cisteina casi idéntico entre las CRISPs alineadas (Figura 12A-
B). En consecuencia, aunque las funciones bioldgicas de las CRISPs en los venenos aldn no estan
claras, es probable que cumplan diversas funciones bioldgicas con un alto nivel de conservacion
estructural, al igual que las PLA2s y las 3FTxs (Modahl et al., 2018a; Pla et al., 2018). Por esta

razon, el amplio espectro de actividades bioldgicas y la estructura conservada de las CRISPs podria
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estar relacionado con el fendmeno del cambio acelerado de segmentos en exones para alterar la
direccion (ASSET); al que se le atribuye la diversificacion funcional de otras toxinas por medio
de cambios en segmentos de exones, que modifican su superficie molecular y, por ende, sus
blancos moleculares (Doley et al., 2008; Mackessy et al., 2021). Un posible cambio de segmentos
en exones del gen de las CRISPs podria haber conllevado a una sustitucion de aminoacidos,
afectando las propiedades de la superficie general de la proteina expresada (como la densidad de
carga y la hidrofobicidad) y, por ende, su funcion (Doley et al., 2008; Mackessy et al., 2021).
Debido a esto, a pesar de poseer una estructura conservada, las posibles funciones de las CRISPs

de colubridos aun son ampliamente desconocidas.

Figura 12.

Dominios Estructurales de las CRISPs
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o~ LAY
| —
D. vestigiata P. flavoviridis P. nigra

Nota. A. Alineamiento de CRISPs encontradas en los venenos de serpientes. CRISP (A6MFK9.1)
del elapido Demansia vestigiata; CRISP (Q8J139.1) del vipérido Protobothrops flavoviridis;
CRISP encontradas en la glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri. Residuos de cisteina
marcados con amarillo. B. Estructura 3D y modelo lineal de las CRISPs presentes en los venenos
de serpiente. Las estructuras 3D de las CRISPs se predijeron por homologia utilizando la
plataforma en linea SWISS-MODEL con los parametros predeterminados. Las plantillas que se
utilizaron fueron 2dda.3.A para la CRISP de D. vestigiata, 1xta.1.A para la CRISP de P. nigra 'y

1rc9.1.A para la CRISP de P. flavoviridis y X. guentheri.

5.2.6 Serinoproteinasas de Veneno de Serpiente (SVSPs)

Las SVSPs pertenecen a la familia de las serinoproteinasas de la tripsina, las cuales poseen
una secuencia y un pliegue de tripsina altamente conservado que consta de dos barriles B y la
triada catalitica conservada, Ser195, His57 y Aspl02 (Perona y Craik, 1997). Estas toxinas
interfieren con un amplio repertorio de reacciones que involucran la coagulacion sanguinea y la
hemostasia (Mackessy et al., 2021; Serrano y Maroun, 2005). Mackessy (2008) detectd una
actividad en el veneno de Crotalus adamanteus similar a la trombina y la calicreina y la atribuyd

a la accion de las SVSPs. De igual modo, las SVSPs también se han detectado en algunos
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transcriptomas y venenos de coldbridos, como se reportd para el transcriptoma de X. guentheri
(Ching et al., 2006).

Sin embargo, sus niveles de expresion no fueron tan altos como se reporta para las SVSPs
encontradas en los venenos de vipéridos indicando un rol menor en el veneno de esta especie
(Mackessy, 2008; Rokyta et al. 2012). El analisis de modelaje estructural de la SVSP de X.
guentheri mostro que su estructura se asemeja bastante a las reportadas en otras serpientes (Figura

13), lo que concuerda con lo descrito en trabajos previos (Ullah et al., 2013).

Figura 13.

Estructura 3D de las SVSPs

Nota. Estructura 3D de SVSPs presentes en los venenos de serpiente. Las estructuras 3D de las
SVSPs se predijeron por homologia utilizando la plataforma en linea SWISS-MODEL con los
parametros predeterminados. Las plantillas que se utilizaron fueron 1op0.1.A para la SVSP de B.
jararaca y 3s69.1.A para la SVSP de O. hannah y de X. guentheri. (Q9PTUS8.1) B. jararaca y

(A8QL56.1) O. hannah.
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5.2.7 Toxinas de 3 Dedos (3FTxs)

Las toxinas de 3 dedos (3FTxs) se caracterizan por presentar 3 bucles de hojas
conservados que se despliegan desde un nucleo hidrofébico (Roy et al., 2019). Reciben este
nombre debido a que los tres bucles que se proyectan desde la region central se asemejan a tres
dedos extendidos de la mano (Mackessy et al., 2021; Roy et al., 2019). Estas toxinas representan
un componente letal de varios grupos de serpientes de relevancia médica (Fry et al., 2003a; Pahari
et al., 2007a). Sin embargo, también se ha reportado una amplia distribucion de esta toxina entre
los venenos de colubridos, haciendo referencia a 3FTxs no convencionales (McGivern et al., 2014;
Modahl et al., 2018b; Pawlak et al., 2006).

Este tipo de 3FTx se caracteriza por presentar una extension N-terminal (Figura 14) y una
leve neurotoxicidad al demostrar baja letalidad murina en comparacion con otras 3FTXs presentes
en elapidos y vipéridos (Fry et al., 2003b; Fry al., 2007; Heyborne y Mackessy, 2013; Mackessy,
2002; Mackessy et al., 2021). La a-colubritoxina, del veneno de Coelognathus radiatus, fue la
primera toxina de veneno de colubridos purificada con estas caracteristicas y se ha reportado que
otras 3FTxs de colubridos, como la denmotoxina, la irditoxina y la fulgimotoxina son toxinas que
actuan de forma selectiva hacia lagartos y aves, con una toxicidad leve o casi nula para los humanos
(Heyborne y Mackessy, 2013; Pawlak et al., 2006, 2009).

La presencia de 3FTxs en los venenos de los colubridos respalda ain mas la hipotesis de
que los venenos de este grupo, como los de los elapidos y vipéridos, se han sometido a una
seleccién positiva facilitando la adquisicién y el manejo de las presas (Mackessy, 1988, 2002;
Rokyta et al., 2011). Esta pasantia suma una especie mas a la lista de colubridos con presencia de
3FTxs en sus glandulas de Duvernoy (Juanqueira-de-Azevedo et al., 2016; McGivern et al., 2014;

Modahl et al., 2018b; Pawlak et al., 2006). Encontramos en X. guentheri transcritos de 3FTxs e
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hipotetizamos que esta toxina es especifica de anuros, al ser este animal la principal presa del
género (Vitt, 1983). Sin embargo, la baja proporcidn de éstas, indica un rol menor y se sugiere un
estudio mas detallado, el cual pueda esclarecer la actividad bioldgica de la 3FTx de X. guentheri

y sus posibles caracteristicas funcionales.

Figura 14.

Estructura 3D de las 3FTxs

C. adamanteus M.mipartitus X.guentheri
3FTx 3FTx 3FTx

Nota. Estructura 3D de 3FTx presentes en los venenos de serpiente. C. adamanteus (JAV48447.1);
M. mipartitus (B3EWF8.2); secuencia de X. guentheri encontrada en esta pasantia. Las estructuras
3D de las 3FTxs se predijeron por homologia utilizando la plataforma en linea SWISS-MODEL
con los pardmetros predeterminados. Las plantillas que se utilizaron fueron 2mj0.1.A para la 3FTx
de C. adamanteus, 4rud.1.A para la 3FTx de M. mipartitus y 2h5f.1.A para la 3FTx de X. guentheri.

El rectangulo rojo denota la extension N-terminal caracteristica de las 3FTx no convencionales.
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5.2.8 Metaloproteinasas de Matriz (MMPs) como Novedad en los Venenos de Serpiente

Recientemente se reporto la expresion de un nuevo grupo de proteinas enzimaticas en la
glandula de Duvernoy de 3 tribus de colubridos (Bayona-Serrano et al., 2020). Estas proteinas,
denominadas MMPs (Metaloproteinasas de matriz) estan involucradas en diferentes funciones
fisiolégicas de los vertebrados; como la remodelacion de tejidos, cambios ontogenéticos y en
procesos reguladores de la matriz extracelular (Nagase et al., 2006). Sin embargo, los coltbridos
de las tribus Conophiini, Tachymenini y Xenodontini tuvieron la capacidad de reclutar este grupo
de proteinas en la glandula de Duvernoy (Bayona-Serrano et al., 2020). Estas tres tribus reportaron
niveles de expresion variables de MMPs, entre el 5.8% al 72.1% del total del transcriptoma,
comparables con lo observado en las SVMPs de vipéridos (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015).
Ademas, las MMPs se encontraron como el componente principal de la glandula de Duvernoy de
los géneros Thamnodynastes, Tomodon, Ptychophis y Gomesophis (Tachymenini);
Erythrolamprus y Lygophis (Xenodontini); y Conophis (Conophiini), reportando valores mayores
a los 700000 TPM en E. aesculapii (Bayona-Serrano et al 2020).

Las MMPs de colubridos se dividen en dos grupos: el primero esta constituido por las
MMPs endogenas de serpiente (seMMPs-9) y el segundo, por las MMPs de veneno de serpiente
(svMMPs-A y svMMPs-B) (Bayona-Serrano et al., 2020). Las MMPs reportadas en esta pasantia
en la glandula de X. guentheri pertenecen al subtipo de las svMMPs-A que es una de las formas
comunmente abundantes en las glandulas de Duvernoy de las tribus Xenodontini y Conophiini.
Sin embargo, en esta pasantia reportamos un valor medio de expresion de svMMPs-A del 2.22%
del total del transcriptoma de la glandula de X. guentheri. Por otra parte, las MMPs reportadas en
esta pasantia en la glandula de P. nigra pertenecen al subtipo seMMP-9 que present6 un valor

medio de expresion del 1,41% del total del transcriptoma. Estos valores medios de expresion
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coinciden con los niveles de expresion moderados que reportaron Bayona-Serrano et al. (2020)
para sSVMMPs-A y seMMPs-9 en X. guentheri y P. nigra, respectivamente.

En esta pasantia se encontraron dos de los tres tipos de MMPs reportados por Bayona-
Serrano et al. (2020) en los individuos de P. nigra y X. guentheri (seMMPs-9 y syeMMPs-A) (figura
15A). La seMMP-9 es un tipo de MMP enddgena que tiene la misma organizacion de dominios de
las MMPs-9 presentes en algunos vertebrados (Bayona-Serrano et al., 2020) (Figura 15-16A). Por
el contrario, las svMMPs-A sufrieron modificaciones estructurales Unicas que las diferencian de
las MMPs enddgenas reportadas en P. nigra y en otras serpientes (Figura 15-16A). Una hipotesis
de la evolucion de estas proteinas plantea que los subtipos svMMP-A y syMMP-B se originaron a
partir de una seMMP-9 ancestral, que sufrié una pérdida secuencial de dominios (Figura 16A)
(Bayona-Serrano et al. 2020).

La evolucién de las MMPs de veneno de serpiente, ha sugerido que el origen de estas fue
de forma independiente en las tribus Xenodontini, Tachymenini y Conophiini (Bayona-Serrano et
al. 2020). Sin embargo, en X. guentheri, un representante de Xenodontini, reportamos solamente
transcritos de svMMP-A, una forma de MMP que difiere estructuralmente de las sveMMPs-B
reportadas en otras serpientes de la tribu. En primer lugar, las svMMPs-A son una forma de MMP
de veneno de serpiente mas simplificadas que las MMPs enddgenas y, se cree que se originaron a
partir de una seMMP-9, por medio de una delecion del dominio hemopexina presente en la region
C-terminal (Figura 16A) (Bayona-Serrano et al., 2020). Ademas, las svMMPs-B, presentes en
otras serpientes de la tribu Xenodontini, estdn compuestas solo por el dominio catalitico
ininterrumpido por los 3 dominios de fibronectina que se reportan en las svMMPs-A y seMMPs-
9 (Figura 16A). Esta tendencia a la simplificacion a partir de la pérdida de dominios se ha visto

también en las SVMPs presentes en vipéridos (Figura 16B) (Giorgianni et al., 2020; Sanz y
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Calvete, 2016). Ademas, tanto el dominio hemopexina como los dominios de fibronectina, estan
codificados por exones bien definidos, por lo que el proceso de delecidn de estos dominios durante
la transicion de seMMP-9 a svMMP-A y finalmente a svMMP-B no necesitd de un mecanismo
genetico tan complejo, ni afectd regiones funcionalmente importantes de la proteina (Bayona-
Serrano et al., 2020; Fanjul-Fernandez et al., 2010). Bayona-Serrano et al. (2020) sugieren que
esta pérdida secuencial de dominios pudo ocurrir gracias a la duplicacion génica en tandem del
gen ancestral seMMP-9 de forma independiente en algunas tribus de collbridos. Esta duplicacion
disminuyd la presion selectiva de las nuevas copias del gen de seMMP-9 debido a la redundancia
funcional, permitiendo que mutaran con menos contingencias (Giorgianni et al., 2020; Jackson et
al., 2016). Sin embargo, un estudio funcional y gendmico de estas toxinas es de vital importancia
para identificar las diferentes funciones que podria tener cada uno de los subtipos de MMPs de
veneno de serpiente, sus distintas dianas y su organizacion genémica. Por otro lado, en P. nigra
reportamos solamente transcritos de seMMPs-9, un tipo de MMP-9 enddgena que presenta altos
niveles de expresion en la glandula de Duvernoy de algunos coltbridos como lo han reportado
Bayona-Serrano et al. (2020).

Finalmente las secuencias reportadas de MMPs en esta pasantia sostienen la hipétesis de
la serie de eventos de reclutamiento y evolucion de las seMMPs-9 y sveMMPs-A en los venenos
de Xenodontini, Tachymenini y Conophiini. 1) El gen endofisiolégico de seMMP-9 se duplico a
una mayor taza que la reportada, en la glandula de Duvernoy de algunos colUbridos ancestrales. 2)
Esta duplicacion de seMMP-9 generd copias de svMMPs ancestrales independientemente en
Xenodontini, Tachymenini y Conophiini. Este proceso pudo estar acompafiado de la delecion del
dominio hemopexina generando el subtipo svMMP-A reportado en X. guentheri. Ademas, debio

ocurrir un cambio en el promotor que causd una mayor expresion de esta proteina en algun
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momento para explicar la alta expresion que encontraron Bayona-Serrano et al. (2020) en los
generos Erythrolamprus y Lygophis de la tribu Xenodontini. 3) Finalmente, dentro de las tribus
Xenodontini y Tachymenini surgieron las svMMPs-B, a partir de una elevada duplicacion del gen
sVMMP-A, mediante la delecion secuencial de los exones que codifican los dominios de
fibronectina (Figura 16A).

Estas nuevas proteinas demuestran lo importante que es explorar las toxinas de serpientes
con baja relevancia médica, pues su identificacion y caracterizacion representan una oportunidad

para la bioprospeccion farmacéutica.

Figura 15.

Dominios Estructurales de las MMPs

seMMP-9 NN NN N N O 1 svdMp-A N B BN B



ENSAMBLAJE Y ANOTACION FUNCIONAL DE TOXINAS 68

B
Dipsadidae seMMP-9 MRLPAAPA-FVLLLALLALPCPWAAPVDGKGPVVINFPGDAVSHLTDRELAARYLQRYGY 59
SVMMP-A MSFPAPAGLLLLLLALPPLPCPRAAPTEGKGPVVITFPGDALSPLSDRELAARYLORYGY 60
L L T R AXXX XXX 2ARXAXAT XXXAX X A AARTTRAXRIEXTRES
seMMP-9 LTTTIPGAQVKLETP LKAMOKQLGLPETGQLDAPTLTAMRAPRCGVPDVGRFQTFPGD 115
SYMMP-RA LEATNPEAQVMLETP LKAMOKRLGLLETGELDAAT LAAMRAP RCGVPDVARYTT- 2ig it 117

T X T XAT AXIXAXIXXAERNXT TAXAXT XX XXX XIXRAXART ¥ o

seMMP-9 179
SVMMP-A 177

IR L R RRIAARARALAT SAIARARNARE RARARRAARARL 27
seMMP-9 239
SVMMP-A 237
TR, KA % RRARRRAAR 2AXAARRRITAARARA X AR RaARRAAR: REAAAL
seMMP-9 SELLFTY 299
SVMMP-A PSELLFTY 297
* :':.tl’!tiﬁ"' l’)!'i’!t:’l! H LR R R RS ')Q!"!!:'ltl LR R
seMMP-9 PNRDMAVMG) 359
SYMMP-A PNRDTAVIG 357
IEERRRAARARE Kz RARRAARREANAARTE 2 AAANN AN RRARRRAT A ARE X
seMMP-9 419
SVMMP-A 417
ol Y6~ - BOPTAPSPSSQRPTEAGDSSTVDDOSS 475
SVMMP-A . > : HSD! 9 IGRGSGPQPTAPISPSQAPTEAEDSSSVVDDA- 476
TR R AXEAET ARy RAETEIAA rrxxrn TrraRRE wAAw v
seMMP-9 535
SVMMP-A = —mmmmme e e LPFFRDGEVLLPPSP~====mm==m=m LLL 494
* xxaaw. X * .
seMMP-9 QSSWPALPDVIDAAFQD--PLSKKLFFFSGQRFWVYQGPRVVGPRNLEKLG LGRDVRKIV 593
SVMMP-A A-NEPPLPVDTRGALQAGRPV P————— = — o e e e e e e e 515
» Lra *.
seMMP-9 GSLTRKEGKVLLFSGDRFWRLDVKKEQVDXGYPRYIDSLFPGVEVDANLIFQHQGRFHEC €53
VMM P A m e e e 515

seMMP-9 RHPFCWOMNSRYQVTRVGYFRQDILKCPEQ 683

SVMMP-R  mmmmm e e e e e 515

Final del

B Espaciador Hemopexina
catalitico P = P

Bl catalitico [} Fibronectina [l

Nota. A. Comparacion de las estructuras 3D y modelo lineal de MMP encontradas en los venenos
de colUbridos. Las estructuras 3D de seMMP-9 y svMMP-A se predijeron por homologia
utilizando la plataforma en linea SWISS-MODEL con los parametros predeterminados. Las
plantillas que se utilizaron fueron 116j.1.A para svMMP-A y 1gxd.2.A para svMMP-9. B.
Alineamiento de MMPs de colubridos. seMMP-9 y syMMP-A encontradas en el transcriptoma de
la glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri. Los colores en el alineamiento muestran los
distintos dominios presentes en cada de las subclases de MMPs. Dominio de union al zinc

(HEXXHXXGXXH) encerrado en un rectangulo verde.
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Figura 16.
Modelo Evolutivo de las SVMPs y MMPs
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Nota. Modelo evolutivo de las dos familias de mataloproteinasas presentes en los venenos de
serpiente. A. Modelo evolutivo de svMMPs a partir de una MMP-9 endogena de serpiente B.
Modelo evolutivo de SVMPs a partir del gen endogeno ADAM28. E: enlazador, Des: dominio de
desintegrina, Cis: dominio rico en cisteina, EGF: factor de crecimiento endotelial, catali: primera
region del dominio catalitico, tico: region final del dominio catalitico, Fn: dominio de fibronectina,

Hemo: dominio hemopexina.
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5.2.9 Otras Toxinas de Baja Abundancia

Las 15 toxinas restantes, reportadas previamente para P. nigra y X. guentheri también se
han aislado de los venenos de vipéridos y elapidos. Sin embargo, fueron agrupadas como “otras
toxinas” (o componentes de veneno menores) debido a que cada una tiene un nivel de expresion
relativamente bajo (Modahl y Mackessy, 2019; Rokyta et al., 2012) (Figura 1). Sin embargo, la
contribucion real de estas toxinas al veneno sigue siendo controversial (Hargreaves et al., 2014).
Consecuente a esto, sugerimos realizar una caracterizacion protedmica y un analisis funcional de
los componentes tdxicos presentes en la glandula de Duvernoy de P. nigra y X. guentheri; para
confirmar las toxinas que son secretadas en el veneno y los cuadros de envenenamiento que

podrian causar.

5.3 Variacién en la Composicion de los Venenos de Serpiente

Los venenos de serpiente son susceptibles a variar composicionalmente debido al amplio
espectro de toxinas que se puede encontrar en ellos (Cipriani et al., 2017; Junqueira-de-Azevedo
et al., 2016; Madrigal et al., 2012; Pla et al., 2017). Aunque la variacién geogréafica del veneno de
serpiente se ha reportado en varios casos (Daltry et al., 1996; Jimenez Porras, 1964; Jones, 1976;
Rodrigues et al., 1998), recientes analisis transcriptdbmicos y protedmicos de varios venenos de
serpiente han confirmado que la variacion del veneno ocurre también entre individuos (Hofmann
et al., 2018; Mora-Obando et al., 2014, 2020). Esta variacion puede ser a nivel interespecifico
como intraespecifico, y puede darse por diferentes factores ecoldgicos (Lisle Gibbs y Chiucchi,
2011; Margres et al., 2016; Nufez, 2009; Pla et al., 2017). En esta pasantia encontramos una
variacién composicional del veneno de P. nigra y X. guentheri a nivel tanto interespecifico como

intraespecifico.
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5.3.1 Variacion Interespecifica entre P. nigra y X. guentheri

A pesar de que P. nigra y X. guentheri pertenecen a la misma subfamilia (Xenodontinae)
solo compartieron SVMPs, CNPs, CRISPs, CTLs, DIPEPs, FAXVs, HYALs, MMPs, PLBs,
SVLIPAs, CYSs, OHANSs, VEGFs y WAPs del resto de toxinas reportadas en esta pasantia (Tabla
3). Ademas, Junqueira-de-Azevedo et al. (2016), reportaron que las SVMPs, CRISPs y CTLs se
encuentran en la mayoria de grupos de colubridos. Esto permite sugerir que estas 3 familias
proteicas hacen parte de los componentes principales de la mayoria de colubridos, y por ende
deberian poseer un nivel de expresion elevado. Las SVMPs, CRISPs y CTLs reportadas
presentaron valores de expresion variables entre las dos especies de la pasantia, sin embargo, se
pudo observar que la expresion de CTLs en la glandula de Duvernoy de X. guentheri (11,50%) fue
aproximadamente 6 veces mayor que la expresion de CTLs de P. nigra (1,82%) (Figura 2-7). Esto
coincide con el rango de expresion de CTLs en colubridos, ya que los niveles de expresion de
CTLs varia desde un 2% en Philodryas olfersii hasta un 21% en Phalotris mertensi, del total del
transcriptoma (Campos et al., 2016; Ching et al., 2006). Por otro lado, exclusivamente en X.
guentheri, encontramos transcritos de SVSPs y 3FTxs, dos tipos de familias proteicas que se
encuentran en vipéridos y elapidos, respectivamente (Kalita et al., 2018; Madrigal et al., 2012; Pla
et al., 2017; Rey-Suarez et al., 2011) (Tabla 3). Sin embargo, los niveles de expresion de SVSPs
fueron menores a los reportados en otras especies de la familia (Ching et al. 2006). Ademas, los
niveles de 3FTxs reportados, coincidieron con los niveles de expresion moderados encontrados en
X. merremi (Junqueira-de-Azevedo et al. 2016). Por otro lado, exclusivamente en P. nigra,
reportamos transcritos de PLA2s-11E con un valor de expresion medio del 10,88% del total del
transcriptoma, siendo el componente predominante de la especie (Figura 2-4). Este tipo de

fosfolipasa ha sido poco reportada en la literatura, encontrandose en la glandula de Duvernoy de
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Oxyrhopus guibei, una serpiente de la misma tribu de P. nigra y en otros colubridos (Dispholidus
typus y Leioheterodon madagascariensis) (Junqueira-de-Azevedo et al. 2016; Fry et al., 2012). En
conclusion, la variacion tanto cuantitativa como cualitativa de los componentes toxicos de la
glandula de P. nigra y X. guentheri, era esperada, ya que en los colibridos no existe un patrén
conservado de toxinas como en vipéridos (Mackessy et al., 2021). Esto puede deberse a la amplia
diversidad ecoldgica de los colubridos y, por ende, los diferentes efectos especificos que tienen las
toxinas principales de sus venenos para matar determinadas presas (Heyborne y Mackessy, 2013;

Mackessy et al., 2021; Pawlak et al., 2006, 2009).

5.3.2 Variacion Intraespecifica en P. nigra

El componente principal de la glandula de Duvernoy varié entre los 3 individuos
analizados. En los individuos 2 y 3 las PLA2s-II1E fueron el componente con mayor expresion,
mientras que las SVMPs lo fueron en el individuo 1 (Figura 1-4). Ademas, las CTLs, seMMPs-9
y CNPs se expresaron en la glandula de los tres individuos, sin embargo, los niveles de expresion
de estas toxinas fue diferente en cada uno (Figura 1-4). Por otro lado, a pesar de que los individuos
2 y 3 pertenecen a la misma localidad (Apéndice A), reportamos expresion de CRISPs solo en el
individuo 3 (Figura 1). Curiosamente el individuo 2 es hembra y el individuo 3 es macho
(Apéndice A), lo cual sugiere gue la presencia de CRISPs en uno de los dos indivuos parece ser
causa de variacion sexual. Sin embargo, el significado biolégico de la variacion sexual parece no
estar claro (Mackessy et al., 2021) y necesitariamos de un muestreo mayor para conseguir
establecer ese patron en esta especie. En conclusion, los componentes toxicos entre los individuos
1, 2 y 3 variaron a un nivel tanto cualitativo como cuantitativo (Figura 2-4). Esta variacion puede

estar relacionada con varios factores que no conocemos, como la edad de cada uno de los
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individuos, la disponibilidad de alimento, las condiciones del habitat, entre otros (Machado-Braga
et al., 2020; Mackessy et al., 2021; Madrigal et al., 2012; Pla et al., 2017; Tasoulis et al., 2020;
Zancolli et al., 2019). Por esta razon, se recomienda realizar un estudio que contemple un nimero
mayor de individuos, de diferentes poblaciones, sexos y estados de desarrollo, para conseguir
entender de forma mas clara el efecto de cada una de estas variables en la composicion de toxinas

de la glandula de Duvernoy de esta especie.

5.3.3 Variacion Intraespecifica en X. guentheri

El componente principal de la glandula de Duvernoy varié entre los 3 individuos
analizados. En los individuos 2 y 3, las SVMPs fueron el componente principal (Figura 6-7),
mientras en el individuo 1 fueron las CTLs. Sin embargo, éste Gltimo no presentd expresion de
CRISPs que si presentaron los otros dos individuos (Figura 5-7). Ademas los niveles de expresion
de svMMPs-A en el individuo 3 fueron mayores con respecto a los individuos 1y 2 (Figura 5-7).
Por otro lado, el individuo 2 tuvo un nivel de expresion de 3FTxs casi despreciable a comparacion
de los individuos 1y 3 (Figura 5-7). En general, se pudo observar una variacion tanto cualitativa
como cuantitativa, como ya se ha reportado anteriormente para especies de vipéridos y elapidos
(Madrigal etal., 2012; Plaetal., 2017; Rey-Suarez et al., 2011; Tasoulis et al., 2020). Sin embargo,
los 3 individuos de X. guentheri fueron colectados en la misma localidad (Apéndice A), por esta
razon, queda por esclarecer que factores son los responsable de la variacion de esta especie. De
forma similar a P. nigra se recomienda realizar un estudio que contemple un nimero mayor de
individuos, de diferentes poblaciones, sexos y estados de desarrollo, para conseguir entender de
forma mas clara el efecto de cada una de estas variables en la composicidn de toxinas de la glandula

de Duvernoy de esta especie.
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5.4 Posibles Efectos Fisiopatoldgicos del Veneno de P. nigra y X. guentheri

Los envenenamientos por coltubridos son muy escasos debido al comportamiento docil de
este grupo de serpientes y su baja capacidad de inocular dosis letales al ser humano (Modahl et al.,
2015; Torres-Bonilla et al., 2018). Sin embargo, los pocos casos de envenenamiento se han
caracterizado principalmente por producir hemorragia, edema, eritema y equimosis (Diaz et al.,
2004; diai et al., 2019; Pinto et al., 1991; Santos-Costa et al., 2000). Estos efectos también se han
reportado en cuadros de envenenamientos clasicos por vipéridos y se ha sugerido que los
componentes responsables de estas manifestaciones son las SVMPs y las PLA2s (Escalante et al.,
2011; Gutiérrez et al., 2005; Teixeira et al., 2003). Esto coincide con la alta actividad enzimatica
de PLA2s y SVMPs reportada para el veneno de Pseudoboa neuwiedii (Torres-Bonilla et al.,
2018). Ademas, Lemoine y Rodriguez-Acosta (2003) reportaron actividad neurotdxica en el
veneno de Erythrolamprus bizona (perteneciente a la misma tribu de X. guentheri) que producia
paralisis flacida y, habian sugerido que el componente responsable de esta actividad posiblemente
era una toxina similar a PLA2s neurotdxicas de vipéridos. Sin embargo, estudios mas recientes del
veneno de Erythrolamprus han reportado solo expresion de PLB y demostraron que los efectos
neuromusculares en preparaciones de nervios y muasculos de pollo eran el resultado de
miotoxicidad y no de neurotoxicidad (Torres-Bonilla et al., 2017; Sanchez et al., 2019). En esta
pasantia reportamos altos niveles de SVMPs en las glandulas de P. nigra y X. guentheri (Figuras
2-7). La capacidad de esta toxina de degradar la matriz extracelular permite especular que los
venenos de estas dos especies podrian presentar actividad proteolitica y provocar hemorragia (Gay
et al.,, 2005; Mackessy et al., 2021). Ademas, se ha reportado que los &cidos grasos y
lisofosfolipidos productos de la degradacion de las membranas lipidicas por PLA2s (D49), pueden

generar miotoxicidad y neurotoxicidad presinaptica (Mackessy et al 2021; Montecucco y Rossetto,
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2000; Tonello y Rigoni, 2017). Por esta razon, los altos niveles de expresion de PLA2s (D49) en
la glandula de P. nigra sugieren que el veneno de esta especie posiblemente provocaria,
mionecrosis y paralisis flacida (Mackessy et al., 2021; Tonello y Rigoni, 2017). Similar a P. nigra,
el veneno de X. guentheri podria provocar también paralisis flacida, sin embargo, en esta especie
se veria modulada posiblemente por miotoxicidad como resultado de la actividad de las SVMPs y
por 3FTxs (Torres-Bonilla et al., 2017). Las CTLs reportadas en P. nigra y X. guentheri podrian
contribuir con la actividad hemorragica como es el caso de la botrojaricina de Bothrops jararaca
(Arocas et al., 1996). Esta toxina inhibe la actividad de la trombina impidiendo la agregacion
plaquetaria y la coagulacion del fibrindgeno (Arocas et al., 1996). Sin embargo, la botrocetina,
otra CTL aislada del veneno de B. jararaca, estd involucrada en la activacion de la trombina
induciendo agregacion plaquetaria (Usami et al., 1993). Este contraste de funciones es el resultado
de la capacidad de las CTLs para unirse a diferentes tipos de glicoproteinas plaquetarias; por esta
razon, es de vital importancia realizar un andlisis funcional y estructural para comprender los
diferentes efectos que podrian causar las CTLs de P. nigra y X. guentheri (Mackessy et al., 2021).
Por otra parte, aunque el papel de las CRISPs de veneno sigue siendo poco conocido, un estudio
del veneno de Philodryas patagoniensis demostré que su CRISP causd mionecrosis (Peichoto et
al., 2009). Por esta razdn, es posible que las CRISPs reportadas en P. nigra y X. guentheri
contribuyan a una actividad mionecrética. Sin embargo, es necesario aislar cada una de estas
toxinas y realizar estudios funcionales para esclarecer el verdadero rol que tienen en el veneno de

P. nigra y X. guentheri.
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6. Conclusiones

Los métodos de secuenciacion de nueva generacion (RNA-seq) facilitan el analisis de los
componentes de la glandula de Duvernoy de coltbridos ya que el poco volumen de sus secreciones
toxicas incrementa el tiempo de los analisis bioquimicos, debido las grandes cantidades de veneno
requeridas.

El enfoque hibrido para el ensamblaje de novo de transcriptomas, utilizando mas de un
software de ensamblaje, proporciona un mayor numero de transcritos esperados y por ende una
mayor cobertura del transcriptoma, evitando un sesgo de datos al aprovechar las ventajas de cada
uno de los softwares.

El enfoque transcriptémico permitio identificar una plétora de toxinas en la glandula de
Duvernoy de P. nigra y X. guentheri. Sin embargo, ensayos funcionales deberian acompafiar el
analisis de cualquier veneno, para caracterizar de una forma mas completa la relacion entre cada
toxina y los efectos causados por el veneno.

La eliminacidn de transcritos quimeéricos es crucial para los ensamblajes de transcriptomas
y sus posteriores analisis, ya que estas secuencias pueden alterar el patron de mapeo de lectura y
por ende alterar la precision del analisis de expresion génica.

Detectamos niveles de expresion de toxinas comparables con los reportados previamente
para serpientes de relevancia médica. Tres familias tdxicas predominaron en la glandula de
Duvernoy de P. nigra y X. guentheri (SVMPs, CRISPs y CTLs) siendo compartidas con vipéridos

y elapidos como componentes principales de sus venenos. Ademas, el hallazgo de toxinas poco
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reportadas en la literatura (PLA2s-1IE y MMPs), podria representar una oportunidad para

comprender la serie de eventos de reclutamiento y duplicacion durante su evolucion en colubridos.
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Apéndices

Apéndice A. Datos de los Individuos
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Individuos Familia Tribu Género  Especie Sexo Pais Estado Municipio

Localidad

1 Dipsadidae Xenodontini Nenodon guentheri Brasil Santa Catarina Bom Retiro
Dipsadidae Xenodontini Xenod. guentheri Brasil Santa Catarina Bom Retiro
Dipsadidae Xenodontini  Xenodon guentheri Brasil Santa Catarina Bom Retiro

RPPN Grande Floresta das Araucirias
RPPN Grande Floresta das Araucirias
RPPN Grande Floresta das Araucirias

Dipsadidae Pseudoboini Psendob nigra Brasil Bahia Ipupiara
Dipsadidae Pseudoboinl Pseudoboa  nigra  Femenino Brasil Rio de Janeiro Sdo Jodo da Barra
Dipsadidae Pseudoboini Pseudob nigra _ Masculino Brasil Rio de Janeiro Sio Jodo da Barra

L e L L

Chapada Diamantina
RPPN Caruara
RPPN Caruara
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Apéndice B. Perfiles de cobertura
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Nota. A. Perfil de cobertura bueno. En este perfil de cobertura se puede apreciar que cada una de

las posiciones de un determinado transcrito tiene un mapeo relativamente homogéneo de las
lecturas. Por el contrario, en un B. Perfil de cobertura malo se puede apreciar una disminucion
abrupta del mapeo de lecturas en una posicion determinada; este fendmeno se da por errores de
ensamblaje. Estos errores ocurren por lo general cuando un ensamblador une regiones de dos

proteinas diferentes.



